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RESUMO

A Agua Boricada é uma solucéo de acido borico, ndo estéril, com vérias indicacbes
terapéuticas, inclusive para aplicacdes oftalmoldgicas. Entretanto, as monografias
oficiais requerem que as preparac¢des farmacéuticas de uso oftalmico sejam estéreis,
face aos riscos de solucbes apresentando contaminagcdo microbiana
desencadearem sérias infec¢cdes nos olhos dos usudarios. Com a finalidade de
verificar o nivel de consumo e a comercializagdo do produto, foram aplicados dois
protocolos de investigacdo: um para a populacdo e o outro em farmacias e
drogarias. Objetivando avaliar a Agua Boricada utilizada para aplicacdes
oftalmoldgicas e 0s riscos a que 0s usuarios estdo expostos, foram analisadas 47
amostras, de 25 fabricantes distribuidos em 7 estados brasileiros, avaliando as
embalagens (tipo de material, inviolabilidade, volume), rotulagem (prazo de validade,
formulacdo, indicacbes de uso e outras informacdes relevantes), execucdo de
ensaios microbiolégicos (contagem de viaveis totais e pesquisa de patdégenos) e
fisico-quimicos (aspecto, pH e teor de &cido borico). Foi, ainda, avaliada a eficacia
antimicrobiana intrinseca da Agua Boricada, em 4 amostras preparadas em
laboratério (com agua destilada e deionizada, em pH &cido e neutro). Os protocolos
de investigacdo comprovaram que a Agua Boricada € utilizada principalmente para
aplicacdo oftalmologica e que um grande numero de estabelecimentos vende o
produto. Os procedimentos experimentais mostraram diferengas relevantes nas
embalagens e nas informacfes constantes nos rétulos dos produtos avaliados,
sendo que 63,83% das amostras analisadas deixaram de cumprir com um ou mais
requisitos requeridos para as solugcdes de uso oftalmico. O teste de eficacia
antimicrobiana mostrou diferengas significativas entre as 4 amostras produzidas em
laboratério. Diante dos resultados, torna-se necessario regulamentar a fabricacédo e
comercializacdo do medicamento em questdo para aplicacdes oftalmologicas, visto
gue 0s usuarios estdo expostos aos riscos de utilizarem um produto apresentando
contaminagao microbiana e, consequentemente, de desenvolverem uma infecgao

ocular, com graves consequéncias.

PALAVRAS CHAVE: &cido borico, medicamento, oftalmologia, pH

xiii



ABSTRACT

Boric acid solution can be presented as non-sterile solution, whose ophthalmic
application is one of several others. However, according to pharmacopoeial
monographs, solutions for ophthalmic use have to be sterile, for preventing the risk of
serious ophthalmic infections. In order to verify the consumption level and the product
commerce, two investigation protocols were applied, either for consumers or
pharmacies and drugstores. To evaluate the quality of boric acid solution for
ophthalmic use and its risks for the users, 47 samples were analyzed, from 25
manufacturers distributed in 7 Brazilian States, evaluating requirements such as
packaging (material, inviolability, volume contained), labeling (period of validity,
formulation, therapeutic indications and any other relevant information),
microbiological tests (counting of total viable cells and pathogens research),
physiochemical (pH and content of boric acids) and visual aspect (clarity). Intrinsic
antimicrobial activity was also evaluated on 4 samples prepared in the laboratory
(using distilled and deionized water, either in acid or neutral medium). Investigation
protocols indicated that boric acid solution is a very popular drug for ophthalmic use,
largely merchandised in Brazil. Relevant differences were shown in packaging and
labeling of the products; 63,83% of the analyzed samples presented non-conformity
to one or more pharmacopoeial requirements for ophthalmic solutions. Significant
differences were evidenced among the 4 samples produced at the laboratory for
antimicrobial activity. These results point out the need of controlling the production
and commerce of boric acid solutions, since the use of non-conformity products

present a serious risk of ocular damage.

KEY WORDS: boric acids, drugs, ophthalmologic, pH
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1 INTRODUCAO

A Agua Boricada é uma solugdo aquosa de &cido boérico ndo estéril,
encontrada no comércio, normalmente, nas concentragdes de 2% e 3%. E um
produto farmacopéico (na concentragdo de 3%), inscrito na 12 Edicdo da
Farmacopéia' Brasileira (Silva, 1926), sendo, entdo, isento de registro, conforme
Legislacdo Sanitaria Vigente: Resolugdo RDC? N° 132/2003 (Brasil, 2003).

O produto é utilizado popularmente, com varias indicagdes terapéuticas,
conforme comprovado nos roétulos dos produtos existentes no mercado brasileiro,
dentre elas: conjuntivites, ferimentos, furunculos, limpeza dos bicos de seios antes
da amamentacdo, entre outros. Pode ser aplicada na forma de compressas ou
lavagens, inclusive ocular e pos-cirargica. Todavia, a Resolugdo RDC 277/2002
(Brasil, 2002) determina que apenas as formulag¢des a 2% podem ser utilizadas para

aplicacao oftalmolégica.
1.1 MOTIVACAO

As monografias oficiais, Farmacopéia Brasileira® (1988), Farmacopea
Europea (1988), The Japanese Pharmacopoeia* (2001), Farmacopeia Portuguesa
(2002), British Pharmacopoeia® (2002), The United States Pharmacopea® (2002),
determinam que as preparagbes oftalmicas devem ser estéreis, enquanto nas
demais preparagbes para uso topico € aceitavel um limite de microrganismos
viaveis.

As preparagdes de uso oftalmolégico, apesar de ndo serem introduzidas em
uma cavidade corporal interna, entram em contato com tecidos que sao muito

sensiveis a contaminagcdo (Lachman, Lieberman e Kanig, 2001), principalmente

' O termo farmacopéia vem do grego pharmakon, que significa “farmaco” e poiein, que significa
“fazer” (Ansel, Popovich e Allen Jr., 2000). As farmacopéias sdo codigos farmacéuticos oficiais ou
oficialmente adotados, os quais estabelecem a identificagdo, padrdes de qualidade e métodos de
analise dos farmacos (F. BRAS. IV, 1988).

2 A sigla RDC significa Resolugdo de Diretoria Colegiada.

® A Farmacopéia Brasileira (1988) passara a ser citada pela sua sigla oficial: F. BRAS. IV.

*AThe Japanese Pharmacopoeia (2001) passara a ser citada pela sua sigla oficial: JP XVI.

® A British Pharmacopoeia (2002) passara a ser citada pela sua sigla oficial: BP.

® A The United States Pharmacopea (2002) passara a ser citada pela sua sigla oficial: USP 25.



quando ha traumatismo no globo ocular, devido a um acidente, alguma patologia ou
devido a cirurgia. A utilizagdo de preparagdes oftalmicas que ndo tenham cumprido
com padroes de qualidade, podera ocasionar sérios danos ao usuario, inclusive
cegueira, devendo, entdo, as preparagbes oftalmicas obedecer a determinados
requisitos, como: esterilidade, pH adequado, limpidez (no caso de solugdes) e
precisdo da composic¢ao (Prista, Alves e Morgado, 1996).

E importante verificar o valor do pH, face & sua importancia no tratamento
terapéutico, pois determina a eficacia do produto e o grau de irritagdo que pode
ocasionar nos olhos (Korolkovas e Burckhalter, 1982; Prista, Alves e Morgado,
1990).

Ultrapassando as barreiras defensivas do organismo, as preparagdes
oftalmicas, além de estarem isentas de contaminagcado microbiana, ndo devem conter
produtos téxicos. Desta forma, a selecdo dos componentes da formulagdo e o
processo de fabricacdo devem ser realizados de modo a evitar contaminagao fisica,
quimica e microbiolégica (Lachman, Lieberman e Kanig, 2001).

Como na monografia da Agua Boricada ndo consta indicacdo para uso
oftalmico e ndo ha exigéncia de esterilidade (Silva, 1926), os cuidados envolvidos na
sua fabricagdo n&do sao tao rigidos, como o tipo de agua utilizada no processo, o
grau de contaminagédo das matérias-primas, o grau de higienizagao dos frascos para
acondicionamento do produto, entre outros. No processo de fabricacdo da Agua
Boricada nao sao utilizadas técnicas assépticas que permitam a obtencdo de um
produto estéril e 0 mesmo nao passa por nenhum processo de esterilizagdo. Desta
forma, o produto pode conter uma carga microbiana consideravel.

O produto € utilizado por usuarios de lentes de contato e também para o
cuidado das lentes. Segundo Mims et al. (1999), o uso excessivo das lentes de
contato pode reduzir os mecanismos de defesa dos olhos, permitindo a instalagcéao
de patdégenos. Os autores alertam que a utilizagao de preparagdes oftalmicas ou das
solugdes de limpeza de lentes contaminadas constitui uma via de transmissao direta
de muitas bactérias.

A Agua Boricada é recomendada para uso oftalmico apés cirurgia de catarata
(Schaefer, 2003) e apds blefaroplastia (Freitas, 2004). O produto torna-se de risco,
pois, de acordo com as indicagdes apresentadas, entra em contato com mucosas, as
quais podem apresentar quebra no epitélio corneal, facilitando a entrada de

possiveis microrganismos existentes no produto.



Comercializada em todo o pais, a Agua Boricada é adquirida principalmente

para uso oftalmolégico e ndo é exigida a sua esterilidade, apesar de que as

farmacopéias determinam que todos os produtos aplicados nos olhos sejam estéreis.

Por isso, a pesquisa descrita nesta dissertagcao é de interesse em Saude Publica,

através da qual mostram-se as condicdes microbiolégicas de amostras de Agua

Boricada que estdo sendo comercializadas, relacionando com os riscos a que 0s

usuarios estdo expostos ao utilizar um produto oftalmolégico nao estéril.

1.2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a Agua Boricada utilizada

para aplicagbes oftalmolégicas e os possiveis riscos a que 0s usuarios estao

expostos.

N o o &

Para atingir o objetivo geral, foram realizadas as seguintes etapas:

verificar o nivel de consumo e utilizacdo da Agua Boricada pela populacéo, a
forma mais frequente de aplicagdo do produto e como o usuario chegou até o
produto;

avaliar a comercializagcao do produto pelas farmacias e drogarias, objetivando
constatar a frequéncia de estabelecimentos que vendem o produto, se algum
fator influencia na venda e qual a principal forma de venda (receituario
médico, pedido do cliente, indicagdo no balcao);

avaliar as embalagens e as informagdes constantes na rotulagem dos
produtos adquiridos;

realizar ensaios microbioldgicos na Agua Boricada comercializada no Brasil;
medir o pH das amostras;

determinar o teor de acido boérico nas amostras;

relacionar os resultados dos procedimentos experimentais ao uso da Agua
Boricada em aplicagdes oftalmoldgicas; e

verificar a possivel eficacia antimicrobiana do produto.



1.3 JUSTIFICATIVA

A Agua Boricada é bastante consumida pela populacdo, principalmente na
conjuntivite, fato este que pode ser comprovado no surto de conjuntivite ocorrido em
2003, no Municipio de Caraguatatuba, em Sao Paulo, quando houve falta de Agua
Boricada nas drogarias da Cidade, segundo noticias publicadas nos jornais da
Cidade (Litoral Virtual, 2003 a,b).

A Agua Boricada quando inscrita no Formulario Médico Farmacéutico
Brasileiro (LUCAS, 1959), tinha indicagao para uso “em curativos como antisséptico”,
no qual ndo constava indicagado para uso oftalmico e também nenhuma exigéncia
sobre a esterilidade do produto.

Nos dias atuais, a principal aplicacdo deste produto € ocular, apesar de ser
um produto ndo estéril e a esterilidade é exigida pelas farmacopéias (F. BRAS. 1V,
1988; Farmacopea Europea, 1988; BP, 2002; USP 25, 2002) para todas as
preparacdes oftalmicas. Na literatura, consta que a Agua Boricada é frequentemente
alterada devido ao crescimento de fungos, sendo recomendado o acondicionamento
do produto em pequenas embalagens (Prista e Alves, 1973).

Desta forma, existe a possibilidade de produtos contaminados estarem sendo
comercializados, havendo, entdo, o risco do produto desencadear infeccoes
oculares graves.

O risco da utilizacdo de preparacgdes oftalmicas contaminadas foi descrito por
Prista, Alves e Morgado (1990): “Na realidade, € um facto [sic] incontroverso que as
solucbes oftdlmicas contaminadas por microrganismos podem causar lesfes de
extrema gravidade ao paciente a que foram aplicadas, sendo, por vezes,
responsaveis pelos tipos mais sérios de Ulceras cOrneas observadas na clinica.”

Torna-se necessaria a avaliacdo da Agua Boricada para aplicacdes
oftalmoldgicas, visto que esta forma de aplicagcdo esta relacionada a questdes de
Saude Publica, fornecendo subsidios para agdes de Vigilancia Sanitaria e
embasamento para a revisao de legislagoes.

Nao ha especificagdes técnicas detalhadas para o produto, como, por exemplo,
a faixa de pH. Pesquisas apontam para a importancia do pH, tanto para a eficacia da
capacidade antimicrobiana de conservantes quanto para o grau de viruléncia de

microrganismos (Bernardis et al., 1998; Furrer, Mayer e Gurny, 2002).



E um produto pouco estudado, como pdde ser verificado durante o
levantamento bibliografico para o desenvolvimento desta dissertagdo. Assim, este
trabalho vem suprir a falta de informacdes sobre o uso da Agua Boricada em
aplicagdes oftalmoldgicas.

Esta pesquisa podera fornecer subsidios para as agdes da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), embasando cientificamente a necessidade de

rever a monografia do produto e sua legislagéo.

1.4 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

A presente dissertacao esta dividida em 6 capitulos, sendo o primeiro destinado
a introducdo. No segundo consta uma revisdo bibliografica do assunto, abordando
topicos relevantes para o desenvolvimento desta pesquisa. No terceiro € abordada a
metodologia empregada para o desenvolvimento do trabalho, no quarto estédo
apresentados os resultados e no quinto as discussdes. Finalizando, no sexto capitulo

sdo apresentadas as conclusdes e sugestdes para futuros trabalhos.






2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo, apresenta-se uma revisdo da literatura sobre a anatomia e
fisiologia do olho, as doengas oculares, a Agua Boricada, o &cido bérico, as
preparagdes oftalmicas, os microrganismos € a metodologia utilizada nos testes

microbiolégicos, fisico-quimicos e de eficacia antimicrobiana.
2.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO OLHO

O olho humano (figura 1) é composto pelo globo ocular, palpebras, musculos
do globo ocular e da palpebra superior, aponevrose de Tenon, aparelho lacrimal,

vasos e nervos da orbita (Prista, Alves e Morgado, 1995).

esclera

coroide

retina

lentes

Nervo 6ptico

Figura 1 — Estrutura do olho humano.
Fonte: adaptada de Klotz et al. (2000).

A parede do globo ocular humano é composta por trés camadas: externa -
fibrosa (esclera e cornea), intermediaria - musculo-vascular (cordide, corpo ciliar e
iris) e nervosa (retina) e contém trés meios: humor aquoso, cristalino e humor vitreo
(Prista, Alves e Morgado, 1995; Hecht, 2000).

As palpebras sao formagdes musculo-membranosas que se mantém

lubrificadas e carregadas de liquido. Possuem duas fungdes: protegcdo mecanica do



globo ocular e formagao de um meio 6timo para a cérnea (Prista, Alves e Morgado,
1995; Hecht, 2000).

A protecdo mecanica da superficie ocular é realizada por meio de duas
barreiras anatdmicas, que previnem a penetracdo de patégenos para além da
superficie anterior do globo. A primeira € o septo orbital, um fino tecido de fibras (em
multicamadas) que divide a érbita da palpebra em espacgos pré e pds-septo e servem
como uma barreira fisica para prevenir infec¢des. A segunda € a conjuntiva (Klotz et
al., 2000).

A conjuntiva € uma membrana mucosa que cobre a face posterior das
palpebras (conjuntiva palpebral ou tarsal), aderindo a elas intimamente, recobrindo,
também, a parte anterior do olho (conjuntiva bulbar). Esta é transparente, permitindo
a visualizagao da esclera (“branco do olho"). No caso de inflamagéo, deixa de ser
incolor, devido a dilatagdo dos vasos sanguineos (Mendes, 2001a).

Além da funcao de protecao (recobrimento), a conjuntiva possui as seguintes
fungdes: mecanica (permite a livre movimentagdo dos globos oculares, gragas as
pregas do fundo de saco); lubrificante, contribuindo para a autolubrificagdo e
também da cdrnea; e defensiva, através da formacgédo de uma barreira, em conjunto
com a lisozima produzida pelas lagrimas, contra a penetracdo de microrganismos
(Mendes, 2001a).

A conjuntiva contribui para formar o filme lacrimal, o qual é formado por trés
camadas: uma fina camada lipidica externa, para a preveng¢ao da evaporagao; uma
intermediaria aquosa, mais espessa, que contém as glandulas lacrimais; e uma fina
camada de muco mais interna, que se adere a coérnea (Lemp, 1973; Wood, 1999;
Hecht, 2000). O filme lacrimal, renovado a cada movimento da palpebra, fornece
uma importante superficie Umida para a cornea, necessaria para a formag¢ao de uma
superficie oticamente adequada. A utilizacdo de solugées com pH abaixo de 4 ou
superior a 9 causam distorgdes neste filme (Hecht, 2000).

O filme lacrimal € a primeira linha de defesa do organismo. A composi¢ao, o
volume e o fluxo das lagrimas diminuem a penetragao ocular da droga por diluicdo e
drenagem pelo ducto nasolacrimal. O lacrimejamento pode ser estimulado pela
instilacdo da droga, aumentando a diluicdo da mesma (Abelson, Gifford e Chapin,
2002). Este sistema, em conjunto com as palpebras, pode remover rapidamente as

solugdes instiladas nos olhos (Hecht, 2000).



A producao constante de secregbes e o0 movimento das palpebras removem
as bactérias e poeiras da superficie ocular pelas vias lacrimais, para a cavidade
nasal (Prista, Alves e Morgado, 1992; Hecht, 2000).

A lisozima, enzima presente nas lagrimas, também colabora na remogao de
microrganismos; normalmente destréi os microrganismos saprofitos, mas possui
acgao reduzida sobre os patogénicos (Hecht, 2000). Possui a capacidade de romper
a parede celular de bactérias Gram positivas e até de Gram negativas. Em
consequéncia, a conjuntiva possui uma flora microbiana escassa (Pelczar et al.,
1996; Tortora e Funke, 2000).

Para a manutencdo de uma cdérnea saudavel e da acuidade visual, é
necessaria uma conjuntiva saudavel. Infecgdes da conjuntiva podem atingir a
cérnea, causando perfuragao e ulceras corneas (Wood, 1999).

A cornea, fina e transparente, € avascular e formada, principalmente, pelo
epitélio corneal, estroma e endotélio corneal (Prista, Alves e Morgado, 1995; Hecht,
2000). Esta em contato direto com o meio ambiente e possui defesas imunes
limitadas (Klotz et al., 2000), mas possui outros mecanismos para prevenir infec¢ao
bacteriana. Entre estes, estd a produgédo continua de lagrimas que, junto com o
movimento da palpebra, servem para remover fisicamente bactérias dos olhos. As
lagrimas sdo também importantes para manter a secre¢do que contém
imunoglobulina A, amilase e lisozima, os quais estdo envolvidos na protegédo do olho
contra infec¢ao bacteriana (Watson, Reyes e McMurray, 1978; Masinick et al., 1997).

O epitélio corneal integro constitui uma barreira eficiente contra a invasao de
bactérias patogénicas. A ocorréncia de abras&o na superficie da cornea, que pode
ser ocasionada inclusive por lentes de contato, pode permitir a penetracdo de
microrganismos e, consequentemente, o desenvolvimento de infecgcdes na cornea. A
cicatrizacdo, devido a traumas, infecgdo, entre outros, normalmente, forma uma
mancha opaca permanente. Quando a transparéncia da cornea é alterada, o poder
de resolugéo e acuidade visual sdo afetados (Hecht, 2000).

A possibilidade do usuario ferir a propria cornea, devido a dificuldade na
inser¢ao e remogao das lentes de contato, pode causar defeitos epiteliais (Adams et
al., 1983), facilitando a penetracdo de microrganismos e, em consequéncia, O
desenvolvimento de ulceras corneas (Dunn, Mondino e Weissman, 1989).

A superficie ocular possui, além da protecado mecanica, protegdo imunolégica

para a defesa (Klotz et al., 2000). Apesar dos olhos estarem bastante protegidos
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contra a invasao de microrganismos, eles sdo vulneraveis as infec¢des, acarretando
sérias consequéncias ao individuo (Mims et al.,1999).

A maioria dos patdgenos oculares ndo pode penetrar a camada epitelial da
cérnea intacta, que é protegida pela palpebra e pelo filme lacrimal. O organismo
possui mecanismos de defesa ativos e passivos que protegem os tecidos da cornea
contra a invasdo bacteriana, porém, havendo o fracasso no mecanismo de protegao
da cdérnea ou o epitélio corneal violado, as bactérias estdo livres para invadir a
coérnea e provocar infeccdées. O mecanismo ativo ocorre em 8 a 10 h apds o dano
cérneo (Schaefer et al., 2001).

A resposta imune intra-ocular é limitada e, em consequéncia, uma ampla faixa

de microrganismos causam infecc¢ao intra-ocular (Callegan et al., 2002).

2.2 DOENCAS OCULARES

A exposicao direta do olho ao ambiente e sua estrutura unica torna-o
vulneravel a muitas doengas infecciosas (Klotz et al., 2000). Entretanto, o hospedeiro
possui muitos mecanismos de defesa que sdo essenciais para evitar a penetracao
de patoégenos, como barreiras fisicas (integridade morfolégica da mucosa), remogao
fisica dos microrganismos (agdo de piscar) e processos bioquimicos, como a
lisozima e processos inflamatérios (Masur e Fauci, 1988). A acdo continua das
lagrimas em conjunto com o movimento das palpebras, mantém a conjuntiva limpa,
de forma que os microrganismos necessitam de eficientes mecanismos para
provocar infecgdes (Mims et al., 1999).

N&o apenas os pacientes com sindrome de imunodeficiéncia adquirida ou
outra condi¢cao de imunocomprometimento sistémico, apresentam risco de infeccoes
oculares severas, mas também aqueles que apresentam rompimento da funcao
protetora da barreira do epitélio da superficie ocular, devido a doenga da superficie
ocular ou que sofreram cirurgia ocular (Schein et al., 1992).

Na ocorréncia de quebra da barreira anatébmica, as defesas do organismo
muitas vezes sao insuficientes para prevenir a perda da visdo (Klotz et al., 2000).
Alteragbes nas secregdes lacrimais (olho seco) ou danos a conjuntiva ou palpebras
(fechamento inadequado) também propiciam a instalagdo de microrganismos
(Thomas, 1994; Mims et al., 1999).
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A identificacdo oportuna dos microrganismos envolvidos e tratamento
adequado sao primordiais (Klotz et al., 2000). Um numero crescente de infec¢des
tem sido provocado por microrganismos considerados como “ndo patogénicos”,
principalmente, em individuos cujos fatores de resisténcia estdo comprometidos,
pois a capacidade do microrganismo em provocar uma doencga € influenciada pela
condicdo imunologica do hospedeiro, além dos fatores de viruléncia do
microrganismo. Individuos tornam-se mais suscetiveis as doengas em situagdes de
stress fisico e emocional, como privagdo do sono, ansiedade, depresséo e fadiga.
Criangas e idosos também sdo mais suscetiveis (Pelczar et al., 1996).

Segundo Kanski (2000), a blefarite € uma doenca ocular muito comum, cuja
etiologia € incerta, apesar da seborréia e infecgdo pelo Staphylococcus serem
importantes. E uma inflamacdo nas palpebras, tendendo a ser cronica e pode
ocorrer em conjunto com conjuntivites, devido as estruturas envolvidas estarem
anatomicamente unidas (Seewoodhary e Stevens, 1999).

A conjuntiva pode ser afetada por diversas doengas, necessitando de
diagndstico, tratamento e medidas apropriadas (Wood, 1999).

As conjuntivites podem ser classificadas como infecciosas, provocadas por
virus, bactérias e fungos; e nédo infecciosas, que podem ser de origem alérgica,
mecanica, quimica e, ainda, decorrentes de radiagdes (Wood, 1999; Seewoodhary e
Stevens, 1999). O tipo de secregcdo € um indicativo do tipo de conjuntivite, mas a
hiperemia esta sempre presente (figura 2), em decorréncia da dilatagdo dos vasos
sanguineos da conjuntiva. E importante relatar que ndo ha dor ocular e, quando
existir, indica o comprometimento da cornea (Mendes, 2001a). Alguns
oftalmologistas tém dificuldade para diagnosticar corretamente esta doenca (Abelson
e McGarr, 1998). Segundo Wood (1999), as conjuntivites possuem sintomatologia e
sinais clinicos distintos, porém, os olhos vermelhos estdo sempre presentes.

O espectro de microrganismos causando conjuntivite varia ao redor do
mundo, havendo necessidade de realizar uma cultura para fazer um diagndstico
especifico do microrganismo envolvido (Wood, 1999).

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas sdo exemplos de
microrganismos causadores de conjuntivite bacteriana (Wood, 1999). O S’. aureus é
apontado como o microrganismo mais comum envolvido em conjuntivites

bacterianas (Abelson e McGarr, 1998). Estas sao frequentes e de natureza
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autolimitada, porém, o tratamento acelera a recuperagao, previne complicacdes e
restabelece conforto ao paciente. As sequelas sérias sdo raras, mas podem conduzir
a complicag¢des, como o desenvolvimento de uUlceras cérneas, levando a cicatrizagao
e perda da visdo. A infeccdo causada por P.2 aeruginosa pode progredir para
endoftalmite, e qualquer microrganismo pode produzi-la em pacientes com fistulas
(Abelson e McGarr, 1998).

Figura 2 — Fotografia de olho afetado por conjuntivite bacteriana, mostrando a dilatacdo dos vasos.
Fonte: Mendes, 2001b.

A conjuntivite pode ainda evoluir para infeccdo intra-ocular e até provocar
alteragdes sistémicas, principalmente, em criangas (Mendes, 2001b).

Microrganismos instalam-se na superficie da cdérnea, produzindo toxinas
soluveis que penetram nos tecidos, desencadeando a resposta patolégica. O
Staphylococcus aureus atua deste modo, cuja difusdo das préprias toxinas é
auxiliada pela secrecao da hialuronidase (Prista, Alves e Morgado, 1995).

Espécies de fungos patogénicos secretam enzimas que destroem as barreiras
anatbmicas, constituidas pelo colageno estromal, auxiliando na invasado dos tecidos
da cornea (Jones, 1980, citado por Thomas, 1994).

Infecgbes cérneas s&o responsaveis por uma grande proporgéo de cicatrizes
da cérnea, que € uma causa significativa de perda visual e cegueira nos paises em
desenvolvimento (Garg e Rao, 1999). A infecgdo da cdrnea foi considerada como a
causa principal de morbidez ocular e cegueira mundial (Abiose, 1990, citado por
Kunimoto et al., 2000).

" A'sigla S. significa Staphylococcus
8A sigla P. significa Pseudomonas
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Bactérias, virus e fungos podem causar infecgdes na cornea, cujo diagnostico
incorreto e tratamento inadequado podem resultar no comprometimento da visao
(Gombos, 1979).

A infecgdo pode ser superficial, afetando apenas o epitélio da cornea (ceratite
epitelial) ou profunda, atingindo o estroma, sendo, entdo, denominada de ceratite
estromal (Gombos, 1979; Klotz et al., 2000).

Qualquer microrganismo pode invadir o estroma corneo se os mecanismos de
defesa cérneos, como palpebra, filme lacrimal e epitélio coérneo estiverem
comprometidos (Garg e Rao, 1999; Miller, 2000).

Rompimentos crénicos da superficie ocular sdo riscos potenciais para o
desenvolvimento de ceratite bacteriana, permitindo que microrganismos patogénicos
se estabelegcam no estroma subjacente através das rupturas da barreira epitelial
(Schein et al., 1988).

A ceratite bacteriana é considerada a maior ameaca nas infecgdes oculares,
devido a alta incidéncia e as complicagdes potenciais (Schaefer et al., 2001).

A severidade desta infeccdo depende da condigdo subjacente da cérnea e a
patogenicidade das bactérias. A ceratite bacteriana é rara na auséncia de fatores de
predisposi¢cao, como trauma ocular, doengas da superficie ocular e uso de lentes de
contato (Dart, Stapleton e Minassian, 1991; Bourcier et al., 2003), pois a maioria dos
agentes bacterianos ndo consegue atravessar as barreiras em situagdes normais
(Miller, 2000).

Os patégenos bacterianos devem primeiramente interagir com os fatores da
superficie ocular para conseguir atingir o epitélio corneal e causar ceratite infecciosa
(Fleiszig et al., 1994), que é uma doencga ocular potencialmente ameacadora da
visdo, tendo como vetores etioldgicos bactérias, virus, fungos e parasitas (Miller,
2000; Jeng e Mcleod, 2003). Os sintomas clinicos da ceratite microbiana sao dor,
olhos vermelhos, excesso de secregédo, fotofobia e inchago das palpebras (Aristoteli,
Bojarski e Willcox, 2003).

Esta infecgcdo produz escavacido do epitélio da cornea, com infiltracdo de
células inflamatdrias e necrose dos tecidos (Holden et al., 2000 citado por Aristoteli,
Bojarski e Willcox, 2003), normalmente conduzindo a uma incapacidade visual
severa (McLeod et al., 1995), necessitando de um diagndstico inicial e intervengéo
terapéutica rapida, a fim de prevenir a perda visual (Miller, 2000; Schaefer et al.,
2001; Jeng e Mcleod, 2003).
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Ceratite provocada por bactérias Gram negativas segue um rapido curso
destrutivo inflamatorio (Garg e Rao, 1999). A perfuragdo da cornea pode ocorrer em
menos de 24 horas, quando ocasionada por patdgenos invasivos, como a
Pseudomonas aeruginosa (Schaefer et al., 2001).

O Staphylococcus e a Pseudomonas estdo entre os microrganismos mais
comuns cultivados das ulceras bacterianas (Garg e Rao, 1999; Bourcier et al., 2003).
O aumento da incidéncia de estafilococos coagulase negativa no desenvolvimento
de ceratite bacteriana foi alertada por Bourcier et al. (2003).

A Candida albicans e o Aspergillus niger estdo entre os fungos que provocam
lesdes na cornea (Gombos, 1979).

Estudando 102 casos de ceratite microbiana em pacientes com mais de 65
anos, Kunimoto et al. (2000) descobriram que 31,1% dos casos foram causados por
S. epidermidis, 25,7% por fungos filamentosos, 13,5% por Pseudomonas, entre
outros.

A cérnea anormal em pacientes com sindrome dos olhos secos, ulceragao
cronica, eritema multiforme e infecgdo com HIV esta sujeita a infecgdes fungicas,
mais comumente com espécies de Candida. A C.° albicans foi encontrada ser a
causa mais comum de ceratite microbiana (35%) em um grupo de 13 portadores de
HIV (Hemady, 1995).

Os fatores de risco da ceratite bacteriana foram identificados por Schaefer et
al. (2001), entre eles: usuario de lentes de contato (36%) e blefarite (21%). Entre as
bactérias mais freqlentes estavam o S. epidermidis (40%) e S. aureus (22%).

A Ulcera cérnea bacteriana € uma doencga séria que pode causar perda da
visdo ou até mesmo a perda dos olhos (Schein et al, 1989), a qual possui incidéncia
significativamente alta em usuarios de lentes de contato (Schaefer et al., 2001),
particularmente devido a bactérias Gram negativas, como a P. aeruginosa (Dunn,
Mondino e Weissman, 1989; Miller, 2000; Sharma et al., 2003). A mais séria
complicacao relacionada ao uso de lentes de contato € a ulcera bacteriana, a qual
ameagca, além da visao, a integridade do globo ocular (Adams et al., 1983).

Em levantamento de dados retrospectivos em um hospital de Paris, Bourcier
et al. (2003) verificaram que de 300 olhos com diagnostico de ceratite microbiana,

50,3% estava relacionado ao uso de lente de contato. Fatores de risco sistémicos

° A abreviatura C. significa Candida.
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(diabete melitus, artrite reumatica, imunodeficiéncia, alcoolismo, entre outros) e
historia de doenga da superficie ocular foram citados como fatores de risco potencial
(Musch, Sugar e Meyer, 1983; Killingsworth et al., 1993).

A cicatrizagdo da cérnea como resultado de ceratite supurativa € uma causa
importante de cegueira evitavel. Sem tratamento, a ceratite supurativa pode conduzir
a opacificacdo e a perfuragdo da cornea. A morbidez associada € o resultado de
varios fatores e é diretamente afetada por dificuldades no monitoramento do
paciente devido a falta de recursos para diagnostico e tratamento apropriados (Leck
et al., 2002).

A importancia de um tratamento especifico na ceratite fungica, que requer
identificacdo rapida e precisa dos microrganismos causadores, foi destacada por
Foster (1992). Alertou que métodos tradicionais de diagndstico laboratorial, inclusive
microscopia e cultura podem ser negativos, apesar de uma apresentagao clinica
clara de ceratite supurativa, possivelmente, devido a dificuldade de obtencdo do
material corneo suficiente para investigagcao convencional.

Alguns passos podem contribuir para reduzir potencialmente as
consequéncias severas de ceratite supurativa: conscientizagao dos fatores de risco,
como trauma secundario e o uso de solugdes oftalmicas contaminadas; diagndstico
precoce e instituicdo de terapia apropriada e encaminhamento de casos avancados
para centros especializados (Garg e Rao, 1999).

Em particular, usuarios de lentes de contato devem ser alertados sobre o
risco potencial da ceratite bacteriana e instruidos sobre o cuidado das suas lentes
(Schaefer et al., 2001), sendo necessario aumentar a educagao publica sobre 0 uso
de lentes de contato (Bourcier et al., 2003). Davis (1996) relatou que a insergcéo de
lentes contaminadas é um fator de risco potencial, afirmando que a ceratite
infecciosa continua sendo uma preocupagao para usuarios e fabricantes de lentes
de contato, apesar de poucos pacientes acometidos por esta doenca sofrerem perda
permanente da visao.

A endoftalmite é uma rara, mas séria infeccdo ocular, resultando
frequentemente em perda visual (Eifrig et al., 2003; Benz et al., 2004). E uma
inflamac&o intraocular, em consequéncia da introdu¢do de um agente infeccioso
para dentro do segmento posterior do olho, envolvendo a cédmara anterior e a
cavidade vitrea do olho (Klotz et al., 2000; Callegan et al., 2002). Frequentemente,

ocasiona danos irreversiveis nas delicadas células fotorreceptoras da retina
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(Callegan et al., 2002). O tratamento deve ser imediato, com terapia antibidtica de
largo espectro (Benz et al., 2004). Mesmo com terapia ofensiva e intervengao
cirurgica, endoftalmites geralmente resultam na perda parcial ou total da visdo e até
do olho (Callegan et al., 2002).

A gravidade da endoftalmite causada por organismos Gram negativos foi
descrita também por Puliafito et al. (1982) e Rowsey et al. (1982), a qual pode levar
a perda visual, mesmo com tratamento imediato com antibiético intraocular e muitas
vezes com vitrectomia.

Geralmente, 0 acesso dos agentes infecciosos ao segmento posterior do olho
ocorre apos cirurgia, trauma (endoftalmite exdgena) ou proveniente de um sitio
anatémico distante (endoftalmite enddgena), decorrente de uma infecgdo sistémica
(Irvine et al., 1992; Klotz et al., 2000; Callegan et al., 2002). Apesar de pouco
comum, a endoftalmite pode ser resultado de uma ceratite sem tratamento adequado
(Klotz et al., 2000; Callegan et al., 2002).

Normalmente, a endoftalmite € causada por bactérias Gram positivas, apesar
de, em 6% de 29% de casos reportados, terem sido isoladas bactérias Gram
negativas (Eifrig et al., 2003).

A endoftalmite pds-operatoria também pode acontecer entre semanas até
anos apos a cirurgia, fato este que pode ser devido a introdugdo de microrganismos

de baixa viruléncia (Callegan et al., 2002).

2.3 AGUA BORICADA

A formulacdo da Agua Boricada é (Silva, 1926; Lucas, 1959; Prista e Alves,
1973):
ACIHO BOFICO ...cveveeveeeecececeeeeeee, 30¢
Agua Destilada gsp™ .............c......... 1000 ml.

A Agua Boricada pode ser usada fria ou aquecida, pura ou diluida, a critério
médico, em lavagens ou embebida em algodao ou gaze (Lucas, 1959). O autor
afirmou que o produto é de boa conservagao, por ser antisséptico, ndo exigindo

cuidados especiais de conservacido, recomendando apenas que os frascos devem

1% A sigla gsp significa “quantidade suficiente para”.
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ser bem fechados. Entretanto, Prista e Alves (1973) afirmaram que esta solugéo
altera-se com frequéncia, devido ao crescimento de fungos.

A introdugdo do acido bérico como colirio foi realizada pelo Dr. Samuel
Theobald, médico nos Estados Unidos, no final do século XIX (Welch, 1997).

Segundo a The Columbia Encyclopedia (2003), a solugao diluida de acido
borico € comumente utilizada como antisséptico suave e para lavagem dos olhos,
enquanto em Lucas (1959), a indicacdo da Agua Boricada é apenas para uso “em
curativos como antisséptico”.

Em Parfitt (1999) s&o citados varios produtos para uso oftalmico contendo
acido bodrico, comercializados em diversos paises, como Canada, Franca, Italia,
Alemanha, Espanha e Estados Unidos.

Solugbes aquosas de acido borico sdo empregadas para lavagem ocular, pois
nao sao irritantes; uma solugdo a 2,2% é isotbnica com o filme lacrimal, porém,
hemoliza os glébulos vermelhos (Hecht, 2000). A solugéo aquosa a 3,3% tem pH de
3,8 a 4,8 (Parfitt, 1999).

2.4 ACIDO BORICO

O &cido borico presente na Agua Boricada ocorre nas formas de p6 ou
granulos brancos, ou cristais incolores, transparentes, inodoros, muito soluveis em
agua, de sabor levemente acido (Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil, 1959).
A férmula quimica do acido bérico € H3BO3;, com peso molecular igual a 61,83g.
Possui como sinénimos: acido boracico, acido ortobdrico e sal sedativo de Homberg.
E solivel em agua, alcool e glicerol (Parfitt, 1999).

O acido bodrico é considerado um agente antisséptico. Korolkovas e
Burckhalter (1982) referiram-se a agentes antissépticos como “aqueles utilizados
para destruir microrganismos ou inibir sua reprodug¢ao ou metabolismo”.

Varios fatores determinam a eficacia dos antissépticos, como pH,
temperatura, concentragéo, duragdo do contato com os microrganismos e presenca
de material orgénico, tais como sangue, pus e tecido necrético (Korolkovas e
Burckhalter, 1982).

No século 18, os boratos, conhecidos como sal sedativo, foram usados na
pele. Antes desse tempo, os boratos foram usados como agentes de limpeza e por

médicos arabes, os quais usavam-nos antes de 875 d.C. para medicagao interna



18

(Houlsby, Ghajar e Chavez, 1986). O acido bdrico ja foi utilizado como sedativo,
analgésico, antiespasmaodico, entre outras aplicagdes terapéuticas (Campos, 2003).

Os autores Korolkovas e Burckhalter (1982) afirmaram que o acido bérico era
usado como antisséptico, principalmente, em lavagens oculares, mas devido ao
valor terapéutico ser duvidoso e a ingestao acidental e uso indiscriminado chegou a
causar mortes, tendo sido considerado obsoleto. Silva (1985) declarou que “o acido
boérico ndo é mais recomendado para qualquer uso terapéutico”. Relatou também
que a solugdo de acido bodrico a 2,5% ¢é bacteriostatica e ndo destréi muitas
bactérias. “Ndo tem muito valor como desinfetante, mas tem sido usado como
antisséptico em solugéo para uso oftalmico” (Silva, 1985).

Em estudo clinico, desenvolvido por Portellinha, Cai e Belfort Jr. (1983),
verificou-se que a Agua Boricada a 2%, quando aplicada em pacientes com
blefarites ciliares, apenas diminui a sintomatologia, mas sem provocar alteragcao da
flora bacteriana, apesar dos pacientes apresentarem uma melhora clinica da
doenca.

O acido bodrico € um acido muito fraco que possui apenas efeito
bacteriostatico, mesmo em solugdo concentrada (Mingoia, 1967; Parfitt, 1999) e
fracas propriedades fungistaticas (Parfitt, 1999). A solugdo de acido bérico néo é
irritante aos tecidos, mesmo quando saturada (5,5%), podendo ser aplicada em
mucosas delicadas. Normalmente, & utilizada solugdo aquosa de 3 a 4 % para
lavagem da conjuntiva e da mucosa bucal (Mingoia, 1967). A solug&o possui efeito
bacteriano reduzido, pois ndo destréi bactérias e € removida rapidamente pelas
secrecdes oculares (Harvey, 1986). E utilizado em preparacées oftalmicas, inclusive
como tampao (Harvey, 1986), em conjunto com o borato de sodio e antimicrobiano
em gotas oculares (Parfitt, 1999). Em Prista, Alves e Morgado (1995) o acido borico
figura como um componente “antiinfeccioso” empregado em colirios.

A capacidade de um veiculo contendo tampdo borato ser utilizado como
sistema preservativo de agentes farmacéuticos oftdlmicos foi investigada por
Houlsby, Ghajar e Chavez (1986). O estudo foi conduzido nos termos especificados
na USP para o teste de eficacia dos conservantes. A concentragdao do tampao, pH e
osmolaridade do meio minimo testado foram ajustadas para as condigdes
encontradas em muitas formulagbes oftalmicas. Segundo os autores, todos os
microrganismos avaliados (15 cepas de Pseudomonas, 12 cepas de bactéria

entérica e 7 cepas de estafilococos) decresceram em numero quando expostos ao
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meio minimo tamponado com borato. Na concentragédo de 0,75 % a 3 %, os boratos
apresentaram atividade bacteriostatica e fracos efeitos bactericidas quando
adicionado ao caldo nutriente para cultura de S. aureus, S. haemolyticus e E.* coli.
Concluiram que, devido a auséncia de proliferacdo e sobrevivéncia desses
microrganismos no veiculo tamponado com borato, este forneceu um aumento do
nivel de seguranga para produtos oftalmicos.

Os pesquisadores verificaram ainda que o veiculo tamponado com borato
pareceu mais adequado em produtos oftalmicos que formulagbes com tampéo
fosfato. Salientaram que estes sistemas preservativos ndo sdo por si soé
considerados como critérios para eficacia fornecida pela USP XXI e que o tampéo
borato requer adicdo de outros agentes, provavelmente, a uma concentragdo muito
baixa. Devido a taxa de mortalidade no veiculo ser pequena, os pesquisadores
recomendaram que cada formulacdo deve ser balanceada para alcancar a taxa de
mortalidade desejada.

Para avaliar o risco microbiologico associado com tampdo salina nao
preservado, contendo borato de sddio, Houlsby, Ghajar e Chavez (1988)
desenvolveram outro estudo. Os resultados indicaram que o tampao borato teve
atividade antimicrobiana mensuravel, podendo controlar alguma contaminagao
microbioldgica. Os autores verificaram que variando o tamanho do in6culo, o tempo
de sobrevivéncia é estendido e, dependendo da cepa do microrganismo, este
aumento nao foi proporcional ao aumento do inéculo.

Uma solucao de acido bérico e borato de sédio foi testada por Yasunaga e
Kean (1977) para o tratamento da conjuntivite quimica em neonatos apos profilaxia
com nitrato de prata. Descreveram que o acido bodrico ndo € irritante no saco
conjuntival dos neonatos, sendo uma opg¢ao para irrigagao oftalmica. Entretanto,
devido ao risco de envenenamento do borato, ndo tem sido utilizado nos hospitais.

Apesar dos relatos de manifestagdes tdxicas e casos de envenenamento com
boratos, a seguranga no uso do &acido bodrico € sustentada por pesquisa de
dermatologistas, por estudos recentes com pomadas oftalmicas e outros (Houlsby,
Ghajar e Chavez, 1986).

Na atualidade, o uso do acido bdrico é restrito a atividade bacteriostatica e
fungistatica (Houlsby, Ghajar e Chavez, 1986; Campos, 2003). O acido bérico tem

" A abreviatura E. significa Escherichia.
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sido substituido por outros produtos menos toxicos e mais eficazes (Parfitt, 1999).
Segundo Campos (2003), muitos autores consideraram a possibilidade de extingao
do uso do acido bérico como medicamento, visto que ha drogas mais eficazes,
possibilitando a diminuicdo do numero de intoxicagcdes por este acido. Descreveu,
também, que o acido bdrico é absorvido pelas vias oral, percutédnea e pela mucosa,
sendo muito pouco absorvido pela pele integra. Porém, quando aplicado na pele
lesada ou, principalmente, na pele integra sob oclusdo, a absor¢cdo é
consideravelmente importante. O acido bérico tem efeitos citotoxico e caustico leves.
O mecanismo de acgao € desconhecido.

Estudos in vitro e in vivo demonstraram a atividade do &cido bdrico contra
cepas de Candida. Testes in vitro com acido boérico, realizados por Swate e Weed
(1974), nas concentracdes de 1 a 4% para inibir o crescimento de C. albicans, a
2x10%/ml em caldo caseina de soja, demonstraram que o crescimento nao foi inibido
em concentragbes menores que 1%, mas ocorrendo a 4%.

O acido bdrico foi usado no tratamento de candidiase vulvovaginal, apds os
testes in vitro indicarem que o mesmo é fungistatico contra C. albicans (Swate e
Weed, 1974). Um tratamento realizado em 40 mulheres promoveu o alivio da
sintomatologia em todas as pacientes avaliadas.

Através de ensaios in vitro, Van Slyke, Michel e Rein (1981) demonstraram
que a concentragdo minima inibitoria (MIC) do acido bérico para a C. albicans esta
na faixa de 12,5 a 50 mg/ml, eliminando de 50 a 90% do microrganismo apos 48 h.
Verificaram que o acido borico é fungistatico para C. albicans e que a eficacia nao
esta relacionada ao pH, visto que a variagdo de pH foi minima (0,01).

Com resultados de testes in vivo, pesquisadores concluiram que a terapia
com acido bdrico, para candidiase vulvovaginal, é segura, efetiva, barata e
extremamente aceitavel (Swate e Weed, 1974; Van Slyke, Michel e Rein, 1981).

Em estudo realizado por Jovanovic, Congema e Nguyen (1991), os
pesquisadores verificaram que 98% das pacientes com candidiase vaginal crénica
foram curadas com terapia de acido bérico. Acrescentaram que nao acreditam como
outros autores sugeriram, que o fendtipo ou a alteragdo genética de espécies de
Candida criam cepas mais resistentes. Concluiram que na candidiase vulvovaginal
crbnica, o acido borico parece ser uma possibilidade de tratamento e também para
uso profilatico. Afirmaram que a terapia com o acido bodrico pareceu ser muito mais

eficaz para vulvovaginite micética crbnica que os agentes antifungicos avaliados
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(miconazol creme, clotrimazol creme, butoconazol creme, tampao violeta de
genciana e nistatina oral).

Um ensaio clinico envolvendo uma paciente com AIDS, portadora de
candidiase vulvovaginal, foi descrito por Shinohara e Tasker (1997). Apds utilizar
acido boérico (capsula vaginal 600 mg) e pomada com 5% de lanolina, a paciente
alcancou completo alivio dos sintomas em 24h. Relataram que o acido bdrico tem
propriedades fungistaticas, mas o mecanismo de agdo € desconhecido,
pressupondo que o efeito fungistatico do acido bérico pode ser o resultado de
propriedades inerentes de acido fraco.

Em investigacao in vitro conduzida por Otero et al. (1999), 21 de 23 cepas
(91%) de C. glabrata isoladas foram inibidas por acido borico na concentragcédo de
0,6% ou superior. Afirmaram que C. glabrata requer maiores concentragées de acido
borico para inibicdo in vitro que a C.albicans. O acido bdérico na concentragado de
0,3% inibiu 62% das cepas, enquanto na concentracdo de 0,4% foram inibidas
97,2% das cepas.

Em estudo realizado por Sobel et al. (2003), verificou-se que o tratamento
com acido bdérico em mulheres portadoras de vaginite, causada por C. glabrata,
ofereceu uma taxa de sucesso razoavel, sendo um tratamento barato e seguro,
quando administrado por esta via.

A eficacia de um tratamento tépico a longo prazo com acido boérico foi
comparada por Gauschino et al. (2001) com um tratamento oral com itraconazol na
cura e prevencao de candidiase vulvovaginal recorrente. Mostraram que o acido
bérico é efetivo como os azoles para o tratamento na infec¢do aguda com C.
albicans e outras espécies. Concluiram que a terapia com acido bdrico € valida na
cura da infecgao vaginal e na prevengao de recaidas, porém, sua agao termina com
a interrupcao da terapia. Afirmaram que os mecanismos de tratamento com acido
borico permanecem obscuros, citando que provavelmente a combinagao das agdes
fungicida e micostatica do acido bdrico resultaram na eficacia micoldgica e clinica.
Harvey (1986) descreveu que os mecanismos de agao dos antimicrobianos sao
complexos.

O acido borico, administrado na forma de capsulas intravaginais, foi
considerado uma modalidade promissora de terapia para pacientes com vaginite
causada por Torulopsis glabrata (Sobel e Chaim, 1997). No estudo conduzido pelos

pesquisadores, 81% das 26 pacientes avaliadas revelaram melhora clinica ou cura,
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enquanto 20 (77%) resultaram na erradicagdo micoldgica, levando a recomendagéao
de terapia com acido bdrico para vaginite causada por Torulopsis glabrata.

O acido bdrico € um dos agentes tdpicos mais utilizados para otomicose,
mostrando-se efetivo em estudos clinicos, onde foram isoladas espécies de
Candida, Aspergillus e S. aureus (Slack, 1987).

Em pesquisa realizada por Albuquerque, Cavalcanti e Aguiar (1992) verificou-
se que o acido borico é capaz de inibir o crescimento de A. flavus e A. parasiticus e
a producéo de aflatoxinas.

Um estudo piloto dos efeitos do tratamento de curta duragdo com
ciclopiroxolamina foi comparado por Del Palacio et al. (2002) com um tratamento
com acido bodrico em pacientes sofrendo de otomicose. Os autores compararam o
tratamento de 64 pacientes, divididos em 3 grupos: grupo A (17) creme
ciclopiroxolamina 1 %; grupo B (17) solucdo ciclopiroxolamina 1 % e grupo C (30)
acido bodrico. Os resultados sugeriram que o tratamento de curta duragcdo da
otomicose com acido bdrico é tdo efetivo clinica e micologicamente quanto a
ciclopiroxolamina 1% (creme e solugéo). Observaram que a tolerancia foi excelente
com ciclopiroxolamina creme, mas 20% dos sitios tratados com solugdo de
ciclopiroxolamina mostraram irritacéo leve (10%) ou moderada (10%), em contraste
com 30 % dos sitios tratados com acido bérico, o qual produziu varios ferimentos e
dor (12,5%) em pacientes com membrana do timpano perfurada.

Em estudo realizado por Ozcan et al. (2003), verificou-se que a administragao
de gotas fracamente acidas, tal como acido bérico e alcool pode ser uma parte da
terapia inicial na otomicose. Verificaram que 67 de 87 pacientes (77%) recuperaram-
se clinicamente em 2 semanas, quando se utilizou uma solu¢ao alcodlica a 4 % de
acido bdrico, combinado com limpeza por sucg¢ao do canal do ouvido.

A suscetibilidade do A.*? niger foi avaliada por Mishra, Mehta e Pal (2004),
empregando o método de difusdo em disco contra griseofulvina, mercuro cromo,
miconazole, clotrimazole e acido borico, cujo isolado foi obtido de culturas a partir de
material removido do ouvido de uma paciente com otomicose cronica. Verificaram
que o fungo isolado era sensivel a mercuro cromo e resistente a todas as outras
combinacdes in vitro do teste de difusdo em disco.

O efeito do acido bdrico no caldo lactose-peptona no crescimento de culturas

do género E. coli e Aerobacter foi descrito por Poe e Charkey (1949). Foram



23

preparados meios de cultura contendo quantidades variaveis de acido borico de 0,25
a 0,60%, com pH ajustado para 6,5, 7,0 e 7,5. Observaram que o pH do meio
causou pequena diferenga no crescimento. A produ¢ao de gas foi um pouco inferior
no meio com pH ajustado para 7,5. Uma pequenissima quantidade de acido boérico
usado, a 0,25% retardou a produgcédo de gas em comparagédo com o controle sem
acido borico.

Uma pesquisa para a preservacdo de amostra simulada para teste de
proficiéncia em agua bacteriologica foi desenvolvida por Brodsky, Ciebin e
Schiemann (1978). Utilizou-se como meio de preservagcdo um caldo nutriente
contendo 1,8% de &cido bdrico, concentragdo essa que mostrou um maior efeito
preservante. Comprovaram que a adigao de 1% cloreto de sédio e o ajuste do pH
em 7,0 melhorou a performance do meio de preservagdo, o qual demonstrou a
manutencdo das culturas de E. coli para acima de 10 dias a temperatura ambiente.
Afirmaram que a estabilidade das culturas durante armazenamento prolongado
depende da densidade inicial das células e da preservacao do proprio meio.

O &cido bodrico é utilizado ha mais de 20 anos para preservar amostras de
urina durante transporte para exames bacterioldgicos (Meers e Chow, 1990).
Boratos foram usados por Watson e Duerden (1977) para preservar amostras de
urinas por 24 h antes do cultivo. Os autores descobriram que o acido bdrico na
concentracéo de 1,8% ¢é toxico para cepas de E. coli na densidade de 10’ UFC/mI™.
Fayinka (1971), citado por Sobel e Chaim (1997), verificou também que tempos
longos de exposicdo ou concentragbes elevadas, especialmente acima de 3%,
poderiam causar redugdo em bactérias Gram negativas.

Ensaios in vitro conduzidos por Meers e Chow (1990) demonstraram que o
acido boérico, na concentracdo de 10 a 20g/l, possui agao bacteriostatica e
fungistatica para quase todas as bactérias e fungos encontrados na urina, inclusive
para C. albicans. Para uma de 17 cepas P. aeruginosa testadas, o acido bdérico
apresentou efeito ligeiramente bactericida, na concentracéo de 10g/l.

Em estudo desenvolvido por Justiz e Boada (1985), para avaliar o emprego
do acido bdérico como conservante de amostras de urina, para ensaio microbiolégico
quantitativo, verificou-se que o acido bérico ndo impede o crescimento das bactérias

presentes na urina. Com o método testado, concluiram que o acido bdrico € util

'2 A abreviatura A. significa Aspergillus.
' UFC/mI — Unidade Formadora de Colénia por mililitro.
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como preservante no transporte e conservagao de amostras de urina, possibilitando
a realizacao de urocultivo, independente do tempo.

O acido bodrico na concentracdo em torno de 2% foi considerado um
preservativo adequado para amostras de urina, durante transporte para realizagao
de ensaio microbiolégico (Lum e Meers, 1989, citado por Parfitt, 1999).

A relagcdo entre a estrutura quimica de compostos e a propriedade
antimicrobiana ndo € bem conhecida. O borato de soédio possui atividade
bacteriostatica e fungistatica reconhecida, sendo, entdo, utilizado como conservante,
enquanto derivados do anidrido bdrico possivelmente tenham propriedade

antimicrobiana (Watanabe et al., 1988).

2.5 PREPARACOES OFTALMICAS

Desde a antiguidade utilizam-se preparagdes oftalmicas para o tratamento de
doencas oculares, sendo encontrados registros nos papiros egipcios (Hecht, 2000).

A BP (2002) define as preparagdes oftalmicas como preparagdes na forma
liquida, semi-sélida ou sodlida, estéreis, destinadas para administragdo sobre o globo
ocular e/ou conjuntiva ou para insergdo no saco conjuntival. Aponta varias
categorias de preparacgdes oftalmicas, entre elas, as logbes oftalmicas, que s&o
solugbes aquosas estéreis, destinadas a lavagem ou banho dos olhos ou para
impregnar curativos oculares.

E habitual utilizar o termo colirio para “qualquer preparacdo farmacéutica que
se apligue na mucosa ocular’, mas a maioria dos autores tem reservado o termo
para as preparagdes liquidas: solugbes e suspensdes (Prista, Alves e Morgado,
1995). Contudo, em 1996, os pesquisadores descreveram que a tendéncia é
considerar como colirio somente as preparacgodes liquidas administradas sob a forma
de gotas.

Mais recentemente, Garcia (2002) descreve que as solugdes aquosas
utilizadas para lavagem ocular podem ser chamadas também de colirios.

Na preparacdao de um produto oftalmico, varios requisitos devem ser
considerados: esterilidade, limpidez, capacidade de tamponamento, pH, tonicidade,
viscosidade, estabilidade, conforto, aditivos, embalagens e conservantes. Devido a
inter-relacdo de muitos destes requerimentos, os mesmos devem ser considerados

coletivamente: sistema tampao deve ser considerado na tonicidade e conforto;
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estabilidade relaciona-se com o pH, sistema de tamponamento e embalagem;
esterilizagdo deve ser considerada nos termos de estabilidade e embalagem (Hecht,
2000).

Na formulagao destas preparacdes, pesquisadores devem também levar em
conta a biodisponibilidade, o risco de crescimento microbiano, niveis de pH e as
etapas de preparacao (Ansel e Popovich, 1990, citados por Sandman e Abelson,
2002).

A acdo de uma droga depende, entre outros fatores, das caracteristicas
fisicas e quimicas da droga e a condicao fisiolégica e patolégica do tecido (Ueno,
Refojo e Abelson, 1994, citados por Abelson, Gifford e Chapin, 2002). Os fatores
que afetam a atividade oftalmica de uma droga foram avaliados por Abelson, Gifford
e Chapin (2002). As formula¢des devem superar as barreiras fisicas e quimicas dos
olhos, como o filme lacrimal, a cérnea, a conjuntiva, a retina e outras.

Segundo a Farmacopea Europea (1988), BP (2002) e a Farmacopeia
Portuguesa (2002), é permitida a inclus&o de excipientes, por exemplo, para ajustar
a tonicidade ou viscosidade da preparagéo ou para ajustar ou estabilizar o pH.

E importante conhecer a composi¢cdo da medicacdo ocular, pois, além da
droga ativa, existem outros componentes que auxiliam na estabilidade das drogas,
na vida de prateleira e tolerabilidade dos pacientes. Entretanto, apesar da
necessidade, estes componentes podem causar efeitos adversos em alguns
pacientes (Sandman e Abelson, 2002).

As preparagdes para aplicagdo oftalmica devem ser manipuladas com o
maximo cuidado, devendo apresentar precisdo de composi¢cdo, serem limpidas,
isotdnicas e possuirem um pH compativel com o liquido lacrimal, além de serem
estéreis. A isotonia com o liquido lacrimal € um dos requisitos que as solugdes para
uso oftalmico devem obedecer, pois, assim, tornam-se menos irritantes (Prista, Alves
e Morgado, 1990).

Devido a facilidade da contaminagdo da agua comum ou destilada por
Pseudomonas aeruginosa, quando mantida em mas condi¢des de conservagao, €
recomendado utilizar agua esterilizada em preparagdes oftalmicas (Prista, Alves e
Morgado, 1990, 1996).

A limpidez da solugao é fungao néo apenas do processo de fabricagdo, mas

também da limpeza do recipiente e do processo de fechamento. Este processo e o
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material da embalagem ndo devem ceder particulas a solugdo devido ao contato
prolongado, durante a vida de prateleira do produto (Hecht, 2000).

A estabilidade das preparacdes oftalmicas depende da natureza quimica da
droga, do pH final do produto, do método empregado na fabricagédo, dos aditivos e
do tipo de embalagem. Para avaliar a estabilidade, deve ser considerada a
estabilidade quimica de todos os componentes da formulag&do (principio ativo,
conservante) e a eficacia do conservante (Hecht, 2000).

Nem sempre estas caracteristicas sao respeitadas, ocasionando lamentaveis
acidentes. O farmacéutico deve ter na preparacdo dos medicamentos oftalmicos
pelo menos os mesmos cuidados dispensados a fabricagdo de injetaveis. Devido a
possibilidade de microrganismos invadirem a cornea, “as formas de administragao
ocular devem ser estéreis” (Prista, Alves e Morgado, 1992).

Preparacdes contendo acido bdrico podem ser esterilizadas com segurancga a
121 °C durante 15 min (Ansel, Popovich e Allen Jr, 2000).

2.5.1 Esterilidade

A esterilidade' é requerida para todos os produtos de uso oftalmico,
independente da forma, substancia ou intencdo de uso. Este requisito aumentou a
similaridade entre as preparagdes oftalmicas e parenterais (Hecht, 2000).

Em 1953, o Food and Drug Administration (FDA) considerou que as
preparagdes oftalmicas ndo estéreis estavam adulteradas. Contudo, a exigéncia
legal s6 veio em 1955, quando a Farmacopéia Americana incluiu a esterilidade para
as preparagdes oftalmicas, sendo, entdo, o primeiro compéndio oficial a exigir tal
requisito (Hecht, 2000).

Em 1955, Murphy, Allen e Mangiaracine descreveram a necessidade de
medicagdes oftalmicas serem preparadas assepticamente, esterilizadas e acrescidas
de um preservativo antimicrobiano, o qual deve ser compativel com outros
componentes da formulagao.

Na Inglaterra antes de 1966, ndo havia regulamento de ambito nacional que
controlasse a producao, apresentagcédo e duragao de uso das preparagdes de drogas

oftalmicas (Livingstone, Hanlon e Dyke, 1998). Em consequéncia de varios

' Esterilidade é a auséncia de microrganismos viaveis (Lachman, Lieberman e Kanig, 2001).
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incidentes sérios decorrentes da contaminacdo microbiana de colirios, foram
publicados padrdes de pratica farmacéutica no British Pharmaceutical Codex,
exigindo que os colirios fossem, entre outros, estéreis, preparados em um veiculo
bactericida e fungicida e que, em geral, um recipiente de colirio poderia ser usado
durante aproximadamente um més para propésitos domiciliares (Jolly, 1966 citado
por Livingstone, Hanlon e Dyke, 1998). Estas exigéncias foram subsequentemente
refinadas e adotadas pelo Departamento de Saude e Previdéncia Social e
permanecem em operagao até os dias atuais (Livingstone, Hanlon e Dyke, 1998).

A esterilidade € uma das qualidades mais importantes a exigir das solugdes
para uso oftalmico, tendo em vista os registros de infecgées oculares graves,
resultantes do uso de colirios contaminados com microrganismos. As farmacopéias
determinam que as solugdes de uso oftalmico sejam isentas de microrganismos
(F. BRAS. IV, 1988; Farmacopea Europea, 1988; JP XIV, 2001; Farmacopeia
Portuguesa, 2002; BP, 2002; USP 25, 2002). Atualmente, o FDA continua
considerando como adulteradas as preparagdes oftalmicas que nao se apresentem
estéreis, estando estas sujeitas as penalidades da legislagdo americana (Prista,
Alves e Morgado, 1990).

O requisito da esterilidade é de vital importancia no periodo pré e poés-
cirurgico, quando o paciente envolvido sofreu ferimentos perfurantes do globo
ocular, e quando as defesas naturais do organismo estdo enfraquecidas, como
aquelas encontradas em pacientes imunodeprimidos, com queimaduras, entre outras
(Roizenblat e Inomata, 1982).

Possivelmente, a esterilidade seja o critério mais dificil para satisfazer na
preparacdo oftalmica, visto que medicagdes oftalmicas apresentam-se em
embalagens multi-dose, possibilitando que pacientes toquem o bico do frasco na
palpebra, cilio ou conjuntiva, ou ainda, podem entrar em contato com outras
superficies nao estéreis. Um unico frasco da medicagao oftalmica pode ser
administrado a varios pacientes em um consultério médico. Devido a estes riscos,
sdo adicionados conservantes para reduzir o risco de contaminagao (Sandman e
Abelson, 2002).

A BP (2002) e a Farmacopeia Portuguesa (2002) preconizam que as
preparagdes oftalmicas sejam preparadas usando materiais e métodos para manter
a esterilidade, evitando-se a introdugcdo de contaminantes e a proliferacdo de

microrganismos.
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2.5.2 Conservantes

Além de estéreis, sempre que possivel, as solugcbes oftalmicas, mesmo que
esterilizadas durante a fabricacdo, devem ser acrescidas de um conservante, a fim
de garantir a esterilidade durante o tempo de uso do produto (Ansel, Popovich e
Allen Jr, 2000) e prevenir a decomposi¢ao do principio ativo e proporcionar atividade
antimicrobiana (Noecker, 2001; Furrer, Mayer e Gurny, 2002).

Solugdes oftalmicas de dose multipla correm o risco de serem contaminadas
durante o uso, necessitando o acréscimo de conservantes, a fim de que estes
destruam o0s microrganismos introduzidos acidentalmente, assegurando a
esterilidade da solugdo oftalmica (Prista, Alves e Morgado, 1996; Hecht, 2000). A
importancia de conservantes em preparagoes oftalmicas acondicionadas em frascos
de dose multipla também foi destacada por Aslund, Olson e Sandell (1978).

As preparacgdes oftalmicas em embalagens para doses multiplas devem
conter conservantes, a menos que a propria preparagdo possua propriedades
antimicrobianas intrinsecas adequadas (Farmacopea Europea, 1988; Farmacopeia
Portuguesa, 2002; BP, 2002).

A incidéncia de contaminagdo microbiana em residuos de colirios e
unguentos oculares, que retornaram a farmacia de um hospital, foi avaliada por
Harte, O'Hanrahan e Timoney (1978). Os autores encontraram contaminagdo em
42,6% das amostras e recomendaram maior flexibilidade na escolha de agentes
antimicrobianos ao formular colirios multi-dose. Salientaram que “o uso de solucdes
oftdlmicas sem capacidade auto-esterilizante deveria ser monitorado
cuidadosamente”.

Solugbes oftalmicas multi-dose sem conservantes devem ser restritas a
drogas que tenham atividade antibacteriana intrinseca e, depois de aberto, os
frascos devem ser mantidos sob refrigeragéo e descartados apds 7 dias. Entretanto,
a refrigeracdo ndo é uma protegao absoluta contra a contaminagéo, pois bactérias
mesofilas e psicrofilas podem multiplicar-se na faixa de temperatura de 4 a 8 °C
(Wilson, 1996).

Vinte e uma formulacdes de colirios sem conservantes, em dose multipla,
foram testadas por Oldham e Andrews (1996), para avaliar a preservagao

antimicrobiana, através do teste de eficacia antimicrobiana descrito em farmacopéia.
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Comparou-se o crescimento microbiano das amostras mantidas sob refrigeragao
com amostras mantidas na temperatura indicada no método utilizado (20 a 35 °C, de
acordo com o microrganismo empregado). Constataram uma maior reducdo de
crescimento microbiano nas amostras refrigeradas. Concluiram que as solugdes
oftalmicas sem conservantes, mantidas sob refrigeracdo, podem ser utilizadas com
segurancga por 7 dias. Entretanto, os autores salientaram que varios fatores devem
ser considerados, como a situagdo em que essas solugdes sdo aplicadas (olhos
intactos ou lesados), se a administragdo é realizada em conjunto com terapia
antibidtica, entre outras.

Os conservantes permitem que as solugdes oftalmicas sejam utilizadas por
até um més apos a abertura do frasco (Oldham e Andrews, 1996).

A contaminagdo microbiana das embalagens de dose multipla esta
relacionada com a frequéncia de uso e do tipo de embalagem utilizada (Prista, Alves
e Morgado, 1996).

O uso de conservantes em preparagdes oftalmicas foi requerido por 6rgaos
regulatorios da Europa e EUA apds 1960, quando, na Suécia, pomadas oftalmicas
contaminadas com P. aeruginosa provocaram danos oculares (Kallings, Ringertz e
Silverstolpe, 1966; Wallhausser, 1976, citado por Furrer, Mayer e Gurny, 2002).

Os conservantes atuam sobre o crescimento, multiplicacido e metabolismo dos
microrganismos, através de um ou mais mecanismos: modificagdo da
permeabilidade da membrana e extravasamento dos constituintes celulares (lise
parcial); lise e extravasamento citoplasmatico; coagulacdo irreversivel dos
constituintes citoplasmaticos (por exemplo, precipitagcdo de proteinas); inibicdo do
metabolismo celular pela interferéncia nos sistemas enzimaticos ou inibicdo da
sintese da parede celular; oxidagao dos constituintes celulares; e hidrdlise. O acido
bdrico age, provavelmente, por desnaturacado de proteinas (Ansel, Popovich e Allen
Jr, 2000).

O conservante utilizado deve ser de acao rapida, impedir o crescimento de
microrganismos ou promover sua destruicdo, nos casos de introdugao acidental
durante o uso (Ansel, Popovich e Allen Jr, 2000). Possuem a capacidade de eliminar
os microrganismos de frascos de colirios em até 24 h, desde que tais
microrganismos entrem em contato direto com o conservante. Desta forma, quando
a contaminagido esta localizada na tampa dos frascos isto ndo acontece (Coad,
Osato e Wilhelmus, 1984).
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Na selecdo do conservante, muitos fatores devem ser considerados, tais
como: efetividade para prevenir crescimento microbiano; na concentragdo usada,
nao deve afetar a seguranga ou o conforto do paciente; e compatibilidade com a
formulagcdo (Ansel, Popovich e Allen Jr, 2000). Na formulagdo, devem ser
consideradas a faixa de pH da preparagdo (para alcancar uma atividade
antimicrobiana maxima e sinergismo ou antagonismo na atividade antimicrobiana), a
irritacdo potencial e a compatibilidade com outros componentes (Gangrade et al.,
1996 citado por Furrer, Mayer e Gurny, 2002).

Um conservante deve ter ampla atividade antimicrobiana, estabilidade
quimica e térmica, compatibilidade com a embalagem, além de ser in6cuo para o
tecido ocular (Prista, Alves e Morgado, 1996; Furrer, Mayer e Gurny, 2002).

O timerosal € um composto organomercurial utilizado nas preparagdes
oftalmicas nas concentragdes de 0,005 a 0,02%, com atividade bacteriostatica e
antimicotica (Hecht, 2000).

Os parabenos (metilparabeno e propilparabeno) sdo compostos utilizados em
preparacdes oftalmicas usualmente na concentracdo de 0,1%, com atividade
antimicrobiana para leveduras e bactérias Gram positivas, com atividade
antimicrobiana 6tima na faixa de pH de 4 a 9 (Furrer, Mayer e Gurny, 2002).

O metilparabeno pode ser utilizado na concentracédo de 0,1 a 0,2% e o
propilparabeno a 0,04%. Estes conservantes ndo possuem acao bacteriostatica
eficiente e a atividade antimicrobiana é lenta. Produzem irritagdo e ardéncia nos
olhos. Um grupo de especialistas do FDA, ao avaliarem as drogas de venda livre na
oftalmologia, consideraram que os parabenos n&o sido aceitos como conservantes
para solugdes oftalmicas (Hecht, 2000).

Além da compatibilidade com os demais componentes da formulacdo, o
agente antimicrobiano deve manter sua eficacia até o final da utilizagcdo da
preparagao oftalmica (Farmacopea Europea, 1988; Farmacopeia Portuguesa, 2002).

Segundo Eriksen (1970), a adicdo de conservantes em preparagdes
oftalmicas pode ter efeito bactericida ou bacteriostatico. A atividade antimicrobiana
dos conservantes depende da concentragdo do conservante, da faixa de pH da
preparagao oftalmica, do grau de contaminagcdo do produto, entre outros (Eriksen,
1970; Chibret, 1997).

A eficacia do conservante escolhido deve ser demonstrada por autoridade

competente. O teste é realizado contra quatro classes importantes de patdgenos
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para os olhos: cocos Gram positivos (S. aureus), bacilos Gram negativos (P.
aeruginosa), leveduras (C. albicans) e fungos (A. niger), embora outros
microrganismos possam estar contaminando as preparagdes oftalmicas (JP XIV,
2001; USP 25, 2002; BP, 2002).

Segundo Sandman e Abelson (2002), o FDA desenvolveu um teste de
eficacia de conservantes como um padrdo minimo. Neste teste, emprega-se uma
concentragdo padrdo (entre 1x10° e 1x10"/ml) de bactérias como E. coli, P.
aeruginosa e S. aureus, e testada contra cada conservante. Durante 4 semanas, os
tubos inoculados sao incubados a 20 — 25 °C. Os tubos s&o examinados a intervalos
semanais por um més. Um conservante € considerado eficaz se reduz a
concentracido de bactéria a 0,1% ou menos da concentragao inicial apos 2 semanas
e mantém ou reduz a concentracdo de bolores e leveduras para o restante de 2
semanas.

Nem todos os conservantes sao apropriados para todas as drogas (Sandman
e Abelson, 2002). Algumas incompatibilidades entre substancias e conservantes
utilizados em preparagbes oftdlmicas foram citadas por Furrer, Mayer e Gurny
(2002). Entre elas, encontra-se o timerosal, que € incompativel com o acido borico.

A BP (2002) determina que as substancias empregadas como excipientes nao
devem causar efeitos adversos e nem irritagédo local excessiva.

Os conservantes presentes nas formulagdes podem provocar reacdes
alérgicas. A exposicao repetida a estes conservantes pode sensibilizar o individuo,
eventualmente causando uma reacdo de hipersensibilizagdo, a qual pode ser
aumentada ou agravada pela existéncia concomitante de alergias (Sandman e
Abelson, 2002).

Os efeitos citotoxicos dos mesmos devem ser avaliados, especialmente nas
terapias de longo-prazo (Noecker, 2001).

Determinadas circunstancias podem aumentar os efeitos oculares adversos,
como a concentracdo dos conservantes, o uso de lentes de contato, o estado da
cornea, frequéncia de uso, duracao do tratamento, dentre outros. A severidade do
dano ocular aumenta com a concentracdo do preservativo usado (Furrer, Mayer e
Gurny, 2002).

Os conservantes que eliminam ou dificultam o crescimento microbiano podem
também interferir no crescimento das células do tecido ocular (Furrer, Mayer e
Gurny, 2002).
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Olhos que sofreram cirurgia podem ser mais sensiveis aos efeitos nocivos de
certos conservantes influenciando na permeabilidade da cérnea e no processo de
cicatrizacdo. Estes efeitos podem ser mais relevantes em pacientes idosos
(Baudouin e Lunardo, 1998).

Os conservantes usados apos cirurgias podem afetar negativamente o ritmo
da cicatrizagdo e interferir com a reepitelizagdo da cérnea (Hoffman et al., 1986
citados por Furrer, Mayer e Gurny, 2002). Em certos casos, os conservantes séo
excluidos ou ndo sao recomendados, como nas solugdes oftalmicas que possuem
atividade antimicrobiana apropriada (Furrer, Mayer e Gurny, 2002).

Os conservantes utilizados nas medicagdes oftalmicas podem alterar a
permeabilidade ocular. Uma droga contendo cloreto de benzalconio penetra o
epitélio corneal mais facilmente, bem como quando ha ruptura no epitélio (Burstein,
1989, citado por Abelson, Gifford e Chapin, 2002). O cloreto de benzalcdnio pode
aumentar a penetragao na cérnea de algumas drogas por causar separagao do
epitélio (Sandman e Abelson, 2002).

Na coérnea, a toxicidade de conservantes pode ser exercida diretamente pela
modificagdo da integridade anatémica e fisioldgica do epitélio ou indiretamente, pela
alteracdo do filme lacrimal (Furrer, Mayer e Gurny, 2002).

Ensaios com olhos extraidos de coelho demonstraram o efeito das diferentes
concentragbes de parabenos. Na concentragdo de 0,04%, Dormans e Van Logten
(1982), citados por Furrer, Mayer e Gurner (2002), com o auxilio de microscopia
eletrénica, observaram pequenos vacuolos no endotélio ocular. Na concentragao de
0,16%, Weinreb et al. (1986), citados por Furrer, Mayer e Gurner (2002) constataram
a formagdo de grandes vacuolos e ruptura do endotélio ocular. A 0,6%, ocorreu
perda das microvilosidades.

A escolha da concentragdo do conservante depende do pH, do grau de
dissociagdo e outros fatores, como a presenca de substdncias com capacidade
inerente de conservacao. Nas preparacdes oftalmicas, ndo deve ser esquecido o
conforto do paciente, sendo que o conservante utilizado deve ter propriedade
irritante nula ou extremamente baixa. Nas concentragdes toleradas pelos tecidos
oculares, varios conservantes séo ineficazes para algumas cepas de P. aeruginosa
(Ansel, Popovich e Allen, 2000).

Durante avaliagdo microbiolégica de provadores de sombra em uso, Dawson

e Reinhardt (1981) verificaram que a diversidade dos componentes organicos e
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inorganicos presentes nas sombras pode servir como substrato nutricional para o
crescimento de certos microrganismos, caso o conservante seja ineficaz, inativado
ou destruido.

Segundo Furrer, Mayer e Gurny (2002), os conservantes, nas concentracoes
usuais e em doses frequentemente baixas, utilizados seletivamente nos
medicamentos oftalmicos aparentemente n&o prejudicam os olhos, sendo
comprovado por milhares de aplicagbes diarias em todo o mundo. Prista, Alves e
Morgado (1996) descreveram que no homem o conservante permanece pouco
tempo no olho, devido a agcdo das lagrimas e pelo movimento das palpebras. Os
coelhos possuem uma secrecgado lacrimal menor que a do olho humano e, desta
forma, o conservante permanece mais tempo em contato com as células epiteliais,
provocando lesdes.

O conservante ndo pode ser utilizado para obter uma solugao estéril e nem
como um substituto das Boas Praticas de Fabricacdo e da adog¢ao de procedimentos
estéreis (Hecht, 2000; USP 25, 2002).

2.5.3 pH

Orgaos governamentais do México exigem que os colirios ndo sejam irritantes
para os olhos; o pH dos colirios deve estar entre 7,0 e 7,4, sendo que valores abaixo
de 6,6 ou acima de 9 causam doengas (Garcia, 2002). Segundo o autor, os colirios
nao devem interferir com a acao da lisozima das lagrimas, a qual pode ser destruida
por tracos de acidos ou alcalis.

O pH lacrimal foi medido em 44 pessoas, diretamente no saco conjuntival,
através da imersao da ponta de um microeletrodo combinado de vidro. A faixa
normal de pH encontrada foi de 6,5 a 7,6, com o valor médio de 7,0 (Abelson, Udell
e Weston, 1981).

O ideal seria que toda medicacao oftalmica tivesse pH 7,4, que se encontra
préximo ao pH da lagrima. Entretanto, o pH interfere na estabilidade da formulagéo e
algumas medicacdes sdo mais estaveis e/ou mais eficazes a niveis de pH diferentes
de 7,4, geralmente, inclinando para diregao acida (Sandman e Abelson, 2002).

O pH da solucao oftalmica deve ser o mais adequado para promover uma

estabilidade 6tima para a droga. Quando o pH apropriado for alcangado, adiciona-se
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um sistema tampao como borato, fosfato ou bicarbonato, para controlar o pH durante
todo o tempo de armazenamento do produto (Hecht, 2000).

As medicacdes oculares devem ser confortaveis, ndo causar queimacao ou
coceira. O nivel de conforto de tais formulacdes é dependente de fatores como pH,
tonicidade, viscosidade e integridade do epitélio da cérnea (Prista, Alves e Morgado,
1995). Um pH na faixa de 7.2 a 7.4 é considerado ideal para o conforto e é provavel
que valores fora da faixa de 6 a 8 causem desconforto (Abelson, Gifford e Chapin,
2002).

As solugdes oftalmicas aquosas ndo devem exceder aos valores extremos de
5 e 8,5. Contudo, em certas infeccdes oculares, o pH da lagrima pode afastar-se do
seu valor normal, sendo recomendado para esses casos, a utilizacdo de solucdes
que corrijam o pH (Prista, Alves e Morgado, 1990, 1995).

A solugdo de acido bérico na concentragdo de 1,9% nao provoca sensagao
desagradavel no paciente (Prista, Alves e Morgado, 1996). Um pH &cido néao
provoca necessariamente um desconforto ao olho do paciente, tornando-se minimo,
se logo apos a instilacéo, o pH global das lagrimas voltar a 7,4 (Hecht, 2000). As
lagrimas possuem a capacidade de neutralizar as variagbes de pH decorrentes da
instilacao de solugdes oftalmicas (Prista, Alves e Morgado, 1995).

E importante que o pH empregado seja confortavel para uso humano, pois se
a medicagao ocular tépica for desconfortavel, ira induzir o lacrimejamento, a qual
diminuira o tempo de contato da droga com o olho e, portanto, sua bioequivaléncia
(Sandman e Abelson, 2002). A acao terapéutica de uma droga pode ser influenciada
significativamente pelo pH (Prista, Alves e Morgado, 1996; Ansel, Popovich e Allen
Jr, 2000).

O efeito do pH em uma formulagao para glaucoma foi investigado por Small et
al. (1997), com a finalidade de aumentar a biodisponibilidade ocular e permitir uma
reducdo clinicamente relevante na dose. Os ensaios foram realizados in vivo,
utilizando coelhos. Os resultados obtidos indicaram que o aumento do pH da
formulacdo testada (de 7,2 para 8,2) permitiu uma redugdo de 5 vezes na
concentracao do principio ativo, reduzindo os efeitos colaterais sistémicos.

A faixa de pH de uma preparagdao farmacéutica pode favorecer o
desenvolvimento de microrganismos: as bactérias sdo favorecidas pelos meios

ligeiramente alcalinos, enquanto que fungos e leveduras pelo meio acido. Poucos
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microrganismos crescem em ambiente com pH menor que 3 ou superior a 9 (Ansel,
Popovich e Allen Jr, 2000).

Os fungos toleram uma ampla faixa de pH, na qual o pH em torno de 5,6 é
considerado 6timo para seu desenvolvimento. Os fungos filamentosos podem
proliferar na faixa de 1,5 a 11, enquanto as leveduras nao toleram pH alcalino
(Gompertz et al., 1999a). Para um melhor desenvolvimento, a maioria das bactérias
de importancia médica requer pH neutro (Barbosa e Torres, 1999).

As preparacdes farmacéuticas aquosas que possuem pH dentro da variagao
favoravel ao desenvolvimento de microrganismos necessitam do acréscimo de um
conservante, em concentracdo adequada, a fim de evitar a proliferagdo microbiana.

Além de influenciar no conforto do paciente, na absorgéo do principio ativo, na
proliferacdo microbiana, na atividade antimicrobiana dos conservantes, o pH pode
influenciar consideravelmente a estabilidade de uma preparagao oftalmica (Prista,
Alves e Morgado, 1996; Hecht, 2000).

2.5.4 Contaminacdo Microbiana

Na década de 1930, foi reconhecida a necessidade de controlar as solugdes
oftalmicas, a fim de evitar contaminagdes graves (Hecht, 2000).

A contaminagdo de medicamentos foi considerada por Schein et al. (1992)
clinicamente importante, face as consequéncias que isto pode acarretar em
pacientes com doenca da superficie ocular, favorecendo o desenvolvimento de
ceratite bacteriana e endoftalmite. Uma infecgdo em um olho ja debilitado pode ter
sérias consequéncias, provocando até mesmo perfuragao ocular (Chibret, 1997).

Solugdes oftalmicas e solugdes para uso em lentes de contato podem
constituir uma fonte de infeccdo para a conjuntiva e cérnea, e também de
endoftalmite exdgena (Klotz et al., 2000).

A utilizacado de solugdes oftalmicas apresentando contaminagdo microbiana
pode gerar lesdes oculares, ocasionando Ulceras gravissimas e perda da visao
(Prista, Alves e Morgado, 1996; Hecht, 2000).

Além de causar riscos de infeccdo aos olhos do paciente, a contaminagéo
microbiana pode causar uma deterioracdo fisico-quimica das solugdes oftalmicas,
alterando odor, sabor, aspecto e os constituintes (Kallings, Ringertz e Silverstolpe,

1966), o que poderia alterar sua eficacia e, consequentemente, comprometer o
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sucesso do tratamento médico (Pfister e Burstein, 1976 citado por Furrer, Mayer e
Gurny, 2002).

A contaminacdo microbiana das solugdes oftalmicas pode ocorrer durante a
fabricacdo, sendo a principal fonte de contaminagdo as matérias-primas
(especialmente a agua), além do ar, pessoal e embalagem, ou durante a utilizagao
do produto pelo paciente (Coad, Osato e Wilhelmus, 1984; Van Ooteghem, 1995
citado por Furrer, Mayer e Gurny, 2002). Isto € um fator de risco significativo,
podendo causar varias complicagbes ao usuario, como ceratite microbiana (Furrer,
Mayer e Gurny, 2002).

Avaliando a utilizagdo da agua engarrafada em lentes de contato, Penland e
Wilhelmus (1999) descreveram que as bactérias podem causar risco oftalmico.
Afirmaram que, no caso de ser utilizada uma agua com grande numero de
microrganismos, 0os mecanismos de defesa dos olhos podem nao ser capazes de
eliminar o indculo, salientando a importancia do uso de solugdes estéreis para
rinsagem e guarda de lentes de contato. Os autores verificaram que bactérias
presentes na agua engarrafada podem proliferar apés o envase, devido a
probabilidade da bactéria utilizar o carbono e o nitrogénio disponiveis na agua.

As solugdes contaminadas usadas nas lentes de contato podem contribuir
para o desenvolvimento de ulceras corneas (Adams et al., 1983). Em levantamento
realizado por Mondino et al. (1986), verificou-se que quatro pacientes com ulceras
cérneas, de um grupo de 11 usuarios de lentes de contato, tiveram contaminagao de
seus sistemas de cuidado de lentes: estojos, solugdes de limpeza ou gotas oculares.

A contaminagdo de lentes de contato, estojo para lentes e liquidos de
manutencédo foi avaliada por Velasco e Bermudez (1996). Para os liquidos de
manutencao, registraram uma taxa de contaminacéo de 63,09%, o0 que os levou a
considerarem uma porcentagem extremamente alta de contaminagao para liquidos
que deveriam ser estéreis. Diante dos resultados obtidos, suspeitaram que
instrugdes de higiene ndo tinham sido seguidas para a correta manutengdo das
lentes de contato, assim como higiene pessoal inadequada (unha suja, falta de
banho, etc). Foram detectadas impurezas, levando os pesquisadores a acreditarem
que as solugdes estavam sendo reutilizadas nos estojos por varios dias ao invés de
trocarem os liquidos diariamente, apesar dos usuarios negarem este procedimento.

A persisténcia da contaminagao por um longo periodo pode causar graves

problemas para a cornea e conjuntiva. O dano no epitélio da cérnea decorrente da
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manipulacao das lentes de contato, aliado a hipdxia corneal, facilitam a aderéncia de
bactérias nas lesdes, contribuindo para o desenvolvimento de infecgdo na cornea
em individuos com lentes contaminadas (Velasco e Bermudez, 1996).

Através do estudo realizado, Velasco e Bermudez (1996) concluiram que a
contaminacgao das lentes de contato, estojos e liquidos de manutencao pode ser um
fator importante na incidéncia de ulceras cérneas bacterianas nos usuarios de lentes
de contato, especialmente, nos casos de patogenos virulentos, como Pseudomonas.

A contaminag¢do microbiana em 220 medicamentos em uso, de 101 pacientes
com doenca nao microbiana na superficie ocular, foi avaliada por Schein et al.
(1992). Foi encontrada uma alta taxa de contaminagdo destes medicamentos,
particularmente com microrganismos Gram negativos potencialmente patogénicos,
que nao fazem parte da flora conjuntival habitual. Os autores acreditaram que “os
medicamentos topicos provéem o reservatério para contaminacdo e uma fonte
potencial de infeccdo”. Relataram que nao foi possivel discriminar se 0 medicamento
ou a conjuntiva foi o primeiro local de contaminagdo, mas os resultados
demonstraram uma relacdo entre os dois locais. Concluiram que “um ciclo de
contaminagao entre medicamentos em uso e conjuntiva pode representar um fator
de risco importante para ceratite microbiana em pacientes com doenca de superficie
ocular.”

A presenca de microrganismos patogénicos na superficie ocular anormal
possibilita o desenvolvimento de infecgdo ocular séria (Schein et al., 1992).
Associado ao risco da contaminagdo esta a condicdo patologica do hospedeiro
(como lesdes na cornea, diabete mellitus, pacientes debilitados com baixa
resisténcia), assim como o tratamento com esterdides, que podem favorecer a
invasdo e crescimento de bactérias e fungos (Kallings, Ringertz e Silverstolpe,
1966).

O uso de solugdes oftalmicas contaminadas com microrganismos patogénicos
pode levar a infeccbes oculares severas, embora a existéncia de contaminacéao
bacteriana em colirios durante o manuseio nao significa que ira desenvolver uma
infeccao ocular no usuario (Netto e Pereira, 1998). Varios fatores contribuem para o
desenvolvimento da infec¢do: grau da contaminagao; patogenicidade das bactérias
envolvidas; frequéncia de uso do produto; mecanismos de defesa do globo ocular,
como presengca da flora microbiana prépria, filme lacrimal (renovagdo e

escoamento), lisozimas, agao de piscar, integridade da cornea e da conjuntiva,
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fagoécitos presentes na superficie da cérnea (Roizenblat e Inomata, 1982; Lima et al.,
1995, citado por Netto e Pereira, 1998).

Segundo Ginsberg (1971), Novak e Taylor descobriram que a fagocitose (um
dos mecanismos de defesa primaria do corpo contra invasdo bacteriana) € inibida
por concentragdes de acido borico acima de 2 % em temperatura de 37 a 40 °C.

Apesar da possibilidade de microrganismos vivos ndo desenvolverem uma
infeccdo ocular, ao serem eliminados pelos conservantes, juntamente com seus
metabdlitos, podem desencadear reagdes adversas (Roizenblat e Inomata, 1982).

Em medicamentos oculares, as bactérias Gram negativas sao mais
frequentemente isoladas do que as Gram positivas (Furrer, Mayer e Gurny, 2002).
Casos catastroficos de gotas de indometacina contaminadas com P. aeruginosa
provocaram uma epidemia de séria infeccdo ocular em 17 pacientes, dos quais 2
perderam um olho devido a endoftalmite (Schein et al., 1992).

Segundo Roizenblat e Inomata (1982), ha casos de endoftalmite, relatado em
literatura, causados por bactérias e fungos, decorrentes do uso de colirios
contaminados. Klotz et al. (2000) também relataram que gotas oftalmicas e solu¢des
para lentes de contato podem ser uma fonte de infecgdo da conjuntiva, da cérnea e
de endoftalmite exdégena. Segundo Schein et al. (1992), em medicamentos
contaminados, os conservantes presentes nas formulagdes néo foram eficazes.

O problema de contaminacdo microbiana dos medicamentos topicos requer
modificagdes tecnoldgicas, além de educagdo e responsabilidade do paciente
(Schein et al., 1988). Os autores sugeriram que o local de guarda do medicamento

pode facilitar a contaminagdo do mesmo, bem como o uso prolongado de um frasco.

2.5.5 Embalagens para as Prepara¢des Oftalmicas

Nas preparagdes oftalmicas, além da esterilidade, preservagéo, isotonicidade,
tamponamento e viscosidade, deve ser considerado o acondicionamento adequado
(Ansel, Popovich e Allen Jr., 2000).

O produto deve ser armazenado em condigdes adequadas, a fim de garantir a
sua estabilidade, sendo que as condicbes de armazenamento devem constar no

rétulo do produto (Ansel, Popovich e Allen Jr, 2000).
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A escolha da embalagem é muito importante, pois a mesma influencia na
conservagao da preparagao oftalmica, devendo protegé-la da contaminagéo
microbiana (Prista, Alves e Morgado, 1996; Hecht, 2000).

As farmacopéias prescrevem que as preparagdes oftalmicas sejam também
acondicionadas de forma a manter a esterilidade até o momento do uso (Furrer,
Mayer e Gurny, 2002).

O recipiente, além de proporcionar estabilidade ao produto, deve permitir a
utilizacdo segura e eficaz pelo paciente. No caso das preparagdes oftalmicas, o
acondicionamento deve permitir facil administracdo e de forma a manter a
esterilidade (Ansel, Popovich e Allen Jr, 2000).

A utilizacdo de recipientes opacos dificulta a deteccdo de alteragcbes no
produto, impedindo a rapida constatacado de tais alteragbes e imediata rejeicdo do
produto (Prista, Alves e Morgado, 1996).

O tipo de frasco empregado (vidro, plastico, claro, opaco, tipo da tampa)
influencia na estabilidade quimica do produto (Ansel, Popovich e Allen Jr, 2000). Os
frascos devem ser fabricados com material o mais inerte possivel, ndo interagir com
a formulacao da preparacéao oftalmica, procurando proporcionar o isolamento entre o
produto e o meio ambiente (Roizenblat e Inomata, 1982). Embalagens plasticas
podem conter diversas substancias estranhas, como agentes liberados na
moldagem, antioxidantes, inibidores de reacdo e outros que podem lixiviar com
facilidade do plastico para a solugao. A cola utilizada para aderir o rétulo ou a tinta
da rotulagem pode penetrar o polietileno e atingir a solugao (Hecht, 2000).

Os recipientes devem ser previamente lavados e, a seguir, esterilizados,
através de método adequado (Prista, Alves e Morgado, 1996).

A BP (2002) determina que as embalagens devem ser estéreis, lacradas,
proteger o produto da luz e que, no caso das logdes oftalmicas, ndo podem conter
mais do que 200 ml, a menos que haja justificativa e autorizagéo.

Frascos contendo grandes volumes devem ser evitados, face a possibilidade
do conteudo ser contaminado durante a utilizagao (Schellini et al., 2000). Em estudo
para avaliar a contaminacao de 42 frascos de agua boricada em uso, Kara José et
al. (2003) verificaram que 40,5% dos frascos apresentavam contaminagao: 2,4%
proveniente do conteudo liquido, 40,5% da parte interna da tampa e 14,3% da parte
interna da borda do frasco, sendo que 58,8% dos frascos contaminados tiveram as

tampas manuseadas inadequadamente. Verificaram também que 38,1% dos frascos
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haviam sido abertos ha mais de 1 més e destes, 31,1% apresentaram contaminacgao.
Nos 26 frascos abertos em menos de 1 més, o indice de contaminacido caiu para
23,1%. Os autores concluiram que houve uma correlacido entre o tempo de abertura
e a contaminagao dos frascos, afirmando que a contaminacéo dos recipientes € um
risco potencial para infeccdo ocular. Nao constataram correlacdo com os
microrganismos encontrados nos frascos e nas conjuntivas dos usuarios.

Em estudos com medicamentos antiglaucoma, Geyer et al. (1995) também
comprovaram que o prolongamento do periodo de uso acarreta em aumento na
frequéncia de contaminagéo. No estudo, verificaram que 19% dos frascos utilizados
por até 8 semanas apresentavam contaminagdo, enquanto 40% estavam
contaminados quando utilizados por um periodo superior.

Em avaliagdo realizada por Livingstone, Hanlon e Dyke (1998), os
pesquisadores verificaram que n&o havia diferenga significativa da incidéncia de
contaminagao entre frascos de colirios utilizados por 7 ou 14 dias, em pacientes
internados em hospital. Concluiram que ndo ha risco para a saude dos pacientes ao
utilizarem os frascos por 14 dias.

A Farmacopeia Portuguesa (2002) e BP (2002) determinam que o prazo para
utilizar a preparacao oftalmica apés a abertura do frasco deve estar indicada no
rétulo, sendo que o prazo maximo € de 4 semanas, exceto quando justificado e

autorizado.

2.5.6 Rotulagem

Ansel, Popovich e Allen Jr. (2000) destacaram que o medicamento deve “ser
rotulado de modo a promover o uso correto e ser armazenado sob condi¢gdes que
contribuam para um prazo maximo de validade”, acrescentando ainda que este deve
ser adequado e que durante a validade espera-se que o produto mantenha sua
estabilidade (quimica, fisica, microbiolégica, terapéutica e toxicolégica), nas
condi¢des de armazenamento indicadas.

No rotulo devem constar o nome e a concentragcdo dos agentes
antimicrobianos e de outras substéncias adicionadas a formulagdo (Farmacopea
Europea, 1988; USP 25, 2002).

No rétulo dos medicamentos sem prescricio devem constar alertas

adequados, sempre que o0 “uso indiscriminado do medicamento possa levar a
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complicagbes graves ou mascarar uma condicdo mais grave do que aquela para o
qual foi prescrito” (Ansel, Popovich e Allen Jr, 2000). Para os medicamentos
vendidos diretamente para o leigo, os autores destacaram que nos rétulos devem
constar recomendagdes de uso apenas nos casos em que o produto é eficaz,
demonstrado cientificamente. Acrescentaram que as situagbes graves que néao
podem ser diagnosticadas ou tratadas com éxito pelo leigo, ndo devem constar nos
rotulos.

Kara José et al. (2003) observaram que a indicagdo de uso da Agua Boricada
constantes nos rotulos dos frascos é incompleta e confusa.

Aslund, Olson e Sandell (1978) salientaram que é grande o risco de
contaminagado das preparagdes oftalmicas quando utilizadas por pessoas sem
experiéncia, sendo, entdo, necessarias instru¢cdes detalhadas para o manuseio dos

frascos.

2.6 MICRORGANISMOS

Em toda superficie exposta ao ambiente podem ser encontradas bactérias e a
superficie ocular ndo é uma excecado. A flora ocular normal inclui espécies de
Haemophilus, Staphylococcus e Corynebacterium, e mais raramente,
Pneumococcus e Streptococcus. Sob circunstancias normais, estes microrganismos
existem pacificamente na superficie ocular sem causar quebra na cérnea ou no
epitélio conjuntival. Entretanto, ocasionalmente estes microrganismos podem se
sobrepor a agao de remocao do filme lacrimal e palpebras e a atividade da lisozima
e dos anticorpos. Com isto, o microrganismo virulento pode reproduzir e prosperar
nessas condi¢cdes. A suscetibilidade do hospedeiro pode estar envolvida devido as
deficiéncias imunoldgicas, anormalidades da palpebra, anormalidades do filme
lacrimal, ductos de lagrima bloqueados, higienizagado de lente de contato ou pessoal
precarias, ou elementos ambientais (Abelson e McGarr, 1998).

A patogenicidade varia amplamente entre as diferentes espécies e entre
cepas da mesma espécie, assim como a suscetibilidade do hospedeiro, que é
afetada por muitos fatores, como integridade das barreiras fisiolégicas e condi¢des
imunologicas. O equilibrio entre os fatores de viruléncia dos microrganismos e as
defesas do hospedeiro determina se uma infecgao inicial ira evoluir (Petersdorf e
Root, 1988).
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Estudos com bactérias patogénicas tém mostrado que muitos genes
requeridos para viruléncia sao regulados em resposta aos sinais do ambiente proprio
do nicho do hospedeiro. Esses sinais incluem temperatura, pH, pressdo osmética,
concentracao de ferro e ions célcio (Mekalanos, 1992).

As bactérias patogénicas sao classificadas em primarias e oportunistas. As
primeiras podem causar doencas em individuos normais enquanto as oportunistas
geralmente s6 causam doenga em individuos com mecanismo de defesa deficiente
(Trabulsi e Souza, 1999).

A produgao de toxinas por microrganismos virulentos resulta na perda da
funcdo da retina e os efeitos especificos das toxinas bacterianas nos tecidos e

células do segmento posterior ndo tém sido bem estudados (Callegan et al., 2002).

2.6.1 Salmonella

A Salmonella pode ser encontrada em vegetais, no solo, na agua e na
microbiota dos seres humanos e outros animais (Fernandes et al., 2000).

Segundo Cardoso et al. (2000), o género Salmonella € o mais estudado. Nas
inspe¢gdes sanitarias, € grande o interesse em torno do diagnostico, controle e
medidas preventivas. Dentro deste género, s&o distinguidas sorologicamente
mediante provas bioquimicas, cerca de 2.000 sorotipos de salmonelas,
considerados, na atualidade, como patdégenos.

O género Salmonella pode produzir abscessos em quase todos os locais
anatbmicos (Guerrant, 1988) e quase todas as espécies sdo potencialmente
patogénicas (Tortora e Funke, 2000).

Varias condigdes contribuem para o desenvolvimento de infecgdes por este
género, tais como desnutricdo, imunodeficiéncias, anemia falciforme e transplantes
(Fernandes et al., 2000).

2.6.2 Estafilococos

Os estafilococos sdo amplamente distribuidos na natureza e sdo encontrados
na microbiota da pele e mucosas de humanos (Locksley, 1988; Ferreira e Avila,
1996; Martins, 1999), que quando encontram uma porta de entrada ou existéncia de

doenga de base que predisponha ao desenvolvimento de infeccdo, tornam-se
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bactérias potencialmente patogénicas (Ferreira e Avila, 1996). Sd0 comuns em
infecgdes na palpebra, na conjuntiva e na cornea (McCulley, Dougherty e Deneau,
1982; Dougherty e McCulley, 1984; Leibowitz, 1991; O'Brien et al., 1995; Hyndiuk et
al., 1996).

Os estafilococos estdo entre as bactérias patogénicas mais resistentes as
condicbes ambientais, suportando temperaturas de até 50 °C, durante 30 min
(Fernandes et al., 2000).

As espécies de Staphylococcus séo divididas em dois grandes grupos, de
acordo com a presenga ou auséncia de coagulase (enzima que coagula o plasma):
coagulase positivo e coagulase negativo (CoNS). Existem cerca de 27 espécies de
Staphylococcus, algumas delas frequentemente sdo associadas a diversas infecgdes
oportunistas (Martins, 1999).

O género Staphylococcus é um dos patégenos comuns nas blefarites, sendo
que nos E.U.A., em 95,8% dos pacientes foi isolado o S. epidermidis (Kanski, 2000).

Os agentes mais comuns na conjuntivite bacteriana simples s&o o S. aureus e
o S. epidermidis (Kanski, 2000). Conjuntivites bacterianas, normalmente causadas
por S. aureus, sao mais comuns em criangas (Seewoodhary e Stevens, 1999).

O S. aureus pode estar envolvido na infecgado das glandulas, dos foliculos das
palpebras (tercol) e na blefarite (Mims et al., 1999). Varias enzimas extracelulares e
toxinas sao secretadas pelo S. aureus, muitas das quais tém sido relacionadas a
patogenicidade. Produz proteinas, incluindo alfa-toxina e proteina A, que podem
contribuir para causar dano ao tecido corneo na ceratite. Resultados de estudos
realizados em coelhos sugeriram que a alfa-toxina é um fator de viruléncia principal
em ceratite estafilococica, 0 mesmo n&o ocorrendo com a proteina A (Callegan et al.,
1994).

Segundo Locksley (1988), o S. aureus € o mais importante patégeno do
género para o ser humano. E considerado como a causa principal de endoftalmite
pos-trauma e poés-operatério (Callegan et al., 2002). Porém, outras espécies
possuem capacidade de provocar doengas ao Homem. Callegan et al. (2002)
citaram que, nos Estados Unidos, CoNS é responsavel por aproximadamente 70%
de endoftalmite de cirurgia de catarata, seguido por S. aureus, entre outros.

Segundo Dougherty e McCulley (1986), ha relatos de CoNS provocar
blefarites crénicas, conjuntivites e ceratites. O CoNS tem sido frequentemente

isolado de pacientes com conjuntivites bacterianas agudas (Leibowitz, 1991).
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Atualmente, estes microrganismos sdo 0s mais comuns nos casos de endoftalmites
poOs-operatorias (Kattan et al. 1991; Speaker et al., 1991).

O S. epidermidis ja foi considerado oportunista, mas atualmente é tido como
patogénico eventual. Este microrganismo pode causar endoftalmite, principalmente
quando ha ferimentos oculares e baixa resisténcia do hospedeiro (Lacaz, 1977,
citado por Roizenblat e Inomata, 1982). Entre o grupo CoNS, o S. epidermidis € o
mais virulento (Fernandes et al., 2000).

A identificacdo no laboratorio de microbiologia, frequentemente limita-se a
pesquisa de identificacdo para S. aureus, enquanto isolados “ndo S. aureus”
simplesmente é informado como espécies de CoNS, face a sua natureza
onipresente e viruléncia relativamente baixa. Entretanto, nos ultimos 15 anos ocorreu
um aumento nos registros de infecgbes oculares causadas por CoNS e estas
espécies tém recebido pouca atengado na oftalmologia, apesar de serem patdgenos
importantes. Devido a importancia crescente, o0 CoNS deveria ser identificado ao

nivel de espécies (Pinna et al., 1999).

2.6.3 Pseudomonas

As Pseudomonas sobrevivem em ambientes umidos e estdo difundidos na
natureza, habitando o solo, a agua, as plantas e os animais, inclusive seres
humanos (Tortora e Funke, 2000).

E um bacilo Gram negativo, comum no meio ambiente, capaz de infectar
todos os tecidos. Age como um patégeno oportunista sob varias circunstancias,
sendo que uma grande variedade de fatores de viruléncia contribui para sua
capacidade de causar infec¢des (Lyczak, Cannon e Pier, 2000).

Infecgdes humanas causadas por P. aeruginosa foram relatadas pela primeira
vez em 1862, por Luke, que observou particulas com formato de bastonetes, em pus
de coloragdo azul esverdeado de algumas infecgbes, de coloragdo semelhante a
que tinha sido observada por Sedillot em curativos cirurgicos, cuja coloragcéo é
conhecida por ser causado pelo pigmento piocianina produzido pela P. aeruginosa.
O microorganismo foi primeiramente isolado de infecgdes em 1882 por Gessard
denominando-o de Bacillus pyocyaneus (Lyczak, Cannon e Pier, 2000).

Esta bactéria tem exigéncias nutritivas minimas e pode tolerar uma grande

variedade de circunstancias fisicas (Fernandes et al., 2000; Qarah e Cunha, 2003).
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Algumas cepas de Pseudomonas podem se desenvolver em temperaturas de
refrigerador'® (Tortora e Funke, 2000).

A P. aeruginosa sobrevive mais de 300 dias na agua, podendo ser encontrada
em solugdes aquosas, em agua de torneira, desinfetantes, pomadas, colirios e
outros medicamentos. Uma caracteristica deste patdgeno € a sua resisténcia aos
germicidas, podendo proliferar em solugbes de quaternarios de aménia, iodo, cloro,
PVPI, fendis, clorexidina (Fernandes et al., 2000; Tortora e Funke, 2000).

A ocorréncia onipresente de P. aeruginosa no ambiente € devido a varios
fatores, incluindo suas habilidades para colonizar multiplos nichos ambientais e
utilizar muitos compostos do ambiente como fontes de energia (Williams e Worsey,
1976).

A patogénese das infecgbes causadas por este agente € multifatorial e
complexa (Stratton e Tausk, 1989; Qarah e Cunha, 2003). A P. aeruginosa
transformou-se numa causa importante de infecgdo, em especial, nos pacientes com
mecanismos de defesa comprometidos. Raramente provoca doengca em pessoas
saudaveis (Qarah e Cunha, 2003).

A P. aeruginosa ndo é comum em infec¢gdes oculares, é oportunista e as
infeccbes causadas muitas vezes sao graves (Sandman e Abelson, 2002). Apesar
da P. aeruginosa estar difundida no meio ambiente, € rara a ocorréncia de doencas
em humanos saudaveis. Casos clinicos podem ser associados com o
comprometimento de defesa do hospedeiro, como imunossupressao geral em
pacientes com AIDS (Franzetti et al.,1992; Kielhofner et al., 1992) ou que recebem
quimioterapia (Bendig et al., 1987). O rompimento da funcao fisiolégica normal € um
dos fatores para este microrganismo tornar-se virulento, o qual produz varias
exotoxinas, que podem ser determinantes na sua viruléncia (Lyczak, Cannon e Pier,
2000).

A ceratite ulcerativa, em usuarios de lentes de contato macias, é uma das trés
doengas humanas mais informadas relacionadas a P. aeruginosa. Ceratite ulcerativa
€ uma resposta inflamatéria de avancgo rapido da infeccdo bacteriana da cornea e
tem sido considerada como a doencga bacteriana mais destrutiva da cérnea (Laibson,
1972 citado por Lyczak, Cannon e Pier, 2000).

Este microrganismo pode ser introduzido nos olhos através de solugdes

1 Segundo a F. BRAS.IV (1988), a temperatura de refrigerador é de 2 a 8 °C.
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oftalmicas contaminadas (Mims et al., 1999), pois se multiplica com facilidade nestas
solugbes, acarretando graves infecgdes na cérnea, que evoluem rapidamente,
ocasionando perda da visdo em 24 a 48 h (Hecht, 2000; Kanski, 2000).

A P. aeruginosa € considerada como a causa mais comum de ceratite
bacteriana relacionada com lentes de contato (Penland e Wilhelmus, 1999). O uso
de lentes de contato pode provocar a perda da integridade do epitélio da cérnea,
permitindo a invas&o da cornea pela P. aeruginosa (Kanski, 2000).

Na ocorréncia de pequenos traumas, ocasionados por lentes de contato
contaminadas com solugdo desinfetante, ou por agua de torneira utilizada no
enxague, a P. aeruginosa pode provocar infecgdes na cornea, as quais podem
evoluir rapidamente, com perfuracdo da cérnea ou esclera, ocasionando
endoftalmite, podendo levar a perda da viséo (Fernandes et al., 2000).

O acesso aos olhos ocorre pela contaminagao das lentes, estojo de lentes e
solugcdes para cuidado das lentes. No teste regulatério para comercializagdo de
desinfetantes quimicos para lentes de contato, somente uma variedade por espécie
é testada (Lakkis e Fleiszig, 2001). Verificaram que cepas de P. aeruginosa testadas
variaram na suscetibilidade frente a desinfetantes quimicos para lentes de contato.
Os autores questionaram testes regulatorios, estabelecidos pelo FDA, que séao
executados com apenas uma cepa de cada espécie testada, sendo entdo
questionavel a suposi¢cdo que o comportamento de uma cepa seja representativa do
restante. Salientaram, ainda, que os microrganismos utilizados nos testes sao todas
cepas ATCC, que cresceram sob condigdes ideais e que cepas de isolados clinicos
crescem em ambientes de baixo nutriente, o que provavelmente contribui para estas
desenvolverem uma suscetibilidade aos desinfetantes bem diferente das variedades
de laboratério. E o mais perigoso contaminante presente nas preparacdes
oftalmicas, pois desenvolve-se rapidamente em diversos meios, neles segregando
toxinas e produtos bacterianos. Estes ultimos, geralmente, eliminam outros
microrganismos presentes no meio, chegando a constituir uma cultura pura de
Pseudomonas (Prista, Alves e Morgado, 1990, 1996; Hecht, 2000).

Sete casos de ceratite microbiana severa associada com o0 uso de
medicamentos oculares topicos contaminados foram relatados por Schein et al.
(1988), cinco deles provocados por P. aeruginosa, gerando uma fonte de
preocupacao para os pesquisadores. Nenhum dos casos foi relacionado com o uso

de lente de contato e em todos os pacientes as culturas da cornea e de varios locais
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do frasco do medicamento em uso possuiam o mesmo microrganismo. Citaram que
0s casos relatados no estudo realizado representaram as primeiras séries nas quais
P. aeruginosa parecia causar ceratite supurativa através de inoculagdo direta de
medicamentos topicos.

A P. aeruginosa pode afetar muitos sitios anatdbmicos. Uma solugéo
contaminada com Pseudomonas pode dar inicio a uma ulcera cornea e até
endoftalmite, cujas afecgbes devem ser consideradas como iatrogénicas (Netto e
Pereira, 1998; Fernandes et al., 2000).

Este microrganismo pode penetrar a barreira epitelial dos olhos apenas sob
condigdes especiais, como danos no epitélio da cérnea, podendo provocar infecgao
com ulceragao e perfuragdo da cornea, com efeitos devastadores (Smulders et al.,
1999).

Em levantamento realizado por Irvine et al. (1992), verificou-se que em 2
(3,8%) de 53 casos de endoftalmite causada por P. aeruginosa ocorreu perfuragao
da ulcera cornea. De acordo com os pesquisadores, uma vez estabelecido, este
microrganismo produz um numero de toxinas e proteases que causam destruicdo de
células do hospedeiro e secundariamente aumentam a capacidade de invasao do
organismo. Este microrganismo produz B-lactamase, a qual torna muitos antibioticos
usados ineficazes contra o0 microrganismo. Embora a P. aeruginosa seja
seguramente a espécie mais comumente isolada de infecgdo causada por este
género, outras espécies sao ocasionalmente patégenos oportunistas, e a
suscetibilidade antimicrobiana padrao frequentemente difere da P. aeruginosa (Joklik
et al.,1988, citado por Irvine et al., 1992).

Um teste com P. aeruginosa para verificar a eficacia bactericida de colirios,
cuja esterilidade é mantida por adigcdo de conservantes, foi descrito por Anderson e
Crompton (1967). Verificaram uma variabilidade na destruicdo do inéculo de P.
aeruginosa, até mesmo quando conservantes idénticos tinham sido incorporados.
Descreveram que a destruicdo das bactérias € influenciada pelo pH da solucéo,
aumentando quando o pH se afasta da neutralidade. Entretanto, o pH acido favorece

a acao dos conservantes.
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2.6.4 Bacillus subtilis

O Bacillus subtilis, pertencente a familia Bacillaceae, € uma bactéria aerébica
formadora de esporos. E amplamente distribuida na natureza, sendo encontrada no
solo, poeira, agua e alimentos. Pode contaminar, entre outros, os medicamentos.
Esporadicamente, pode causar infecgdes oculares (Fernandes et al., 2000).

Este microrganismo pode originar graves abscessos quando atinge o humor

vitreo (Prista, Alves e Morgado, 1996).

2.6.5 Fungos

A viruléncia dos fungos € afetada por muitos fatores, como temperatura, pH,
fatores de defesa do hospedeiro e pré-disposicdo genética (Ueda e Fernandes,
2000). A capacidade de aderir as células do hospedeiro e a produgado de enzimas
que destroem as defesas anatdmicas s&o propriedades fungicas que auxiliam na
invasao tecidual (Thomas, 1994).

As doencgas fungicas passaram a ser um importante problema de saude
(Ferreira e Avila, 1996). Nos Ultimos anos, aumentou drasticamente o nimero de
infec¢des por fungos oportunistas e esta tendéncia continuara devido ao aumento na
populagdo de pacientes imunodeprimidos (que sdo mais propensos a desenvolver
este tipo de infecgdo) e/ou que fazem uso intenso de uma medicina cada vez mais
agressiva, como drogas antibacterianas e imunossupressoras (Veronesi e Focaccia,
1996).

Fungos de baixa viruléncia, ao encontrar condi¢gdes favoraveis, como nos
casos de comprometimento do sistema imunolégico, podem desencadear infecgdes,
chamadas micoses oportunisticas. Os géneros Aspergillus e Candida figuram entre
os fungos oportunistas (Gompertz et al., 1999b), sendo o primeiro o mais comum
nas infecgdes fungicas desta categoria (Veronesi e Focaccia, 1996).

Ao avaliar a flora fangica do saco conjuntival, inclusive de conjuntivas
saudaveis, Ando e Takatori (1982) afirmaram que sob condi¢ées normais, é dificil
para um fungo permanecer ou proliferar no saco conjuntival.

Para ocorrer infeccdo fungica, é requerida a existéncia de trauma ou

resisténcia imunolégica baixa. Evidéncias sugeriram que os fungos nao invadem a
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cérnea facilmente, sendo rara a infecgdo causada por este tipo de microrganismo
(Abelson e McGarr, 1998; Foster, 1992).

Entretanto, Klotz et al. (2000), afirmaram que as infec¢gbes micoticas nos
olhos sdo comuns, sendo que os pacientes com AIDS podem contrair muitas
infeccdes fungicas diferentes nos olhos e estruturas adjacentes. Descreveram que
mais de 70 espécies representando 40 géneros de fungos tém provocado ceratite
fungica, incluindo espécies de Aspergillus.

Verificou-se que entre 1090 pacientes com suspeita de ceratite microbiana,
42% eram causadas por fungos filamentosos (Leck et al., 2002). Os autores
afirmaram que infecgdes da cornea devido a fungos filamentosos sao causas
frequentes de dano coérneo em paises tropicais em desenvolvimento e sao de dificil
tratamento. Thomas (1994) afirmou que nos tropicos o Aspergillus é uma das
espécies comumente encontradas nos casos de ceratite fungica.

O Aspergillus (figura 3) é um fungo filamentoso (Mishra, Mehta e Pal, 2004),
sendo provavelmente o grupo de fungos mais comum no meio ambiente. S&o
onipresentes e sao encontrados em todo tipo concebivel de substrato: terra, restos
organicos em deterioragao, ar atmosférico, entre outros (Ferreira e Avila, 1996; Leck
et al., 2002).

Figura 3 — Fotomicrografia de Aspergillus niger, colorido com eosina e hematoxilina.
Fonte: Mishra, Mehta e Pal (2004)

Outro fungo oportunista, a C. albicans € uma levedura que faz parte da
microbiota humana, existindo como comensal do trato gastrointestinal e
genitourinario do homem e de outros animais de sangue quente. Esta presente

também no meio ambiente, em aguas poluidas, nas aguas marinhas, no solo, no ar
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e nas plantas, normalmente devido a uma contaminagéo recente por excrementos
humanos e animais. “Por este motivo, alguns autores consideram sua presenga um
indicador de contaminacéo” (Ferreira e Avila, 1996).

A C. albicans foi considerada por Samaranayake e Lamey (1988) como o
patégeno fungico oral mais freqlientemente isolado no ser humano. E um
microrganismo comensal que se comporta como um patdégeno sob condigdes
favoraveis (Samaranayake, 1992; Veronesi e Focaccia, 1996).

Fatores locais e sistémicos podem provocar a invasdo do microrganismo.
Pacientes com diabete, neoplasias hematolégicas ou imunocomprometidos, sao
mais suscetiveis as infecgdes por Candida. Alteragcdes na integridade das mucosas
podem propiciar acessos para tecidos mais profundos (Bennett, 1988).

Durante décadas, micologistas ficaram intrigados com a conversdo de
comensalismo para parasitismo (Xu e Samaranayake, 1995). Consideravel esforgo
tem sido direcionado no esclarecimento de caracteristicas biologicas que contribuem
para a habilidade da C. albicans provocar doenga (Bernardis et al., 1998).

A importancia da aderéncia de C. albicans para as estruturas vasculares na
patogénese de candidiase disseminada € discutida (Klotz , 1992). A evidéncia para
aderéncia deste fungo nas células endoteliais e na membrana basal do subendotélio
in vivo foi revisada pelo autor.

Esta levedura s6 provoca infeccdo quando a defesa do hospedeiro é
deficiente (Xu e Samaranayake, 1995). Este microrganismo foi isolado de pacientes
com ulceras cérneas (Killingsworth et al., 1993). A ceratite causada por leveduras
como Candida sp.*® quase sempre ocorrem em olhos previamente anormais, como
em pacientes com olhos secos, ulceragdo corneal crénica ou raspagem corneal
(Klotz et al., 2000).

Pode causar conjuntivite e dacriocistite cronica'’, a qual pode inflamar-se
repentinamente. Em alguns casos, torna-se necessaria uma intervengao cirurgica
(Gombos, 1979).

Os fungos podem ser nocivos também para a estabilidade das preparagdes

oftalmicas, causando deterioragao das drogas ativas (Hecht, 2000).

'® A sigla sp. significa espécie.
R Infecgao no saco lacrimal, em decorréncia da obstrugdo do ducto nasolacrimal (GOMBOS, 1979).



51

2.7 METODOLOGIA

Na sequéncia, esta descrita a fundamentagdo das metodologias utilizadas
para verificar as condi¢gdes microbiolégicas, os parametros fisico-quimicos das

amostras e para o teste de eficacia antimicrobiana.

2.7.1 Condicdes Microbiolbdgicas

Para verificar as condicbes microbiolégicas das amostras, € necessario que
sejam utilizadas técnicas assépticas na amostragem e execugdo dos ensaios,
realizando-os preferencialmente em capela de fluxo laminar (F. BRAS. 1V, 1988).

Para a deteccgao, selecao e identificagcdo dos microrganismos presentes nas
formulagbes farmacéuticas, foram empregados métodos de analise adequados e
trabalhando-se cuidadosamente com as amostras, a fim de evitar o risco de
contaminagao acidental das mesmas durante a realizagdo dos ensaios.

A avaliacdo da contaminagdo microbiana nas amostras foi realizada para
verificar se as mesmas cumprem com as exigéncias farmacopeicas.

As monografias oficiais determinam que os produtos oftalmologicos devem
ser estéreis e, portanto, submetidos ao ensaio de esterilidade. Entretanto, a Agua
Boricada nao é estéril, sendo entdo submetida aos ensaios para produtos nao
estéreis: contagem de viaveis totais (bactérias, bolores e leveduras), através do

método de contagem em placas e pesquisa de patogenos.

2.7.1.1 Contagem de viaveis totais

A selecao do método € determinada pela natureza do produto a ser analisado
e pelo numero esperado de microrganismos, o qual deve ser convenientemente
validado (F.P., 2002), realizando-se controles positivo e negativo.

O método de contagem em placas € um método geral e pode ser utilizado
para a contagem de bactérias, bolores e leveduras. Este método possui como
principio a premissa de que cada célula microbiana presente em uma amostra ira
formar uma colbnia visivel e isolada, quando fixada em um meio de cultura soélido

adequado. Muitas vezes, as células microbianas ocorrem em agrupamentos, nao
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sendo possivel estabelecer uma relagado direta entre o numero de colbnias e o
numero de células. Desta forma, a relacdo correta € realizada entre o numero de
colonias e o numero de unidades formadoras de colonias (UFC), expressando tanto
células individuais como grupamentos caracteristicos de microrganismos (Silva,
Junqueira e Silveira, 1987).

E importante a escolha do meio de cultura empregado, pois 0 mesmo deve
oferecer condi¢bes ideais para a multiplicacdo dos mais diversos microrganismos
(F. BRAS. IV, 1988). Através da variagdo do tipo de meio (de enriquecimento,
seletivo, seletivo-diferencial) e das condi¢des de incubagdo (temperatura,
atmosfera), € possivel selecionar o grupo, género ou espécie do microrganismo
(Silva, Junqueira e Silveira, 1987).

Os meios de cultura devem ser testados para a esterilidade e também para a
fertilidade, a fim de comprovar a sua capacidade de promover o crescimento dos
microrganismos antes de serem utilizados nos ensaios (F. BRAS. 1V, 1988).

No caso de amostras com atividade antimicrobiana, esta deve ser eliminada
convenientemente por meio de procedimentos como neutralizagdo, diluicio, filtragao
ou inativagdo, demonstrando a efetividade da neutralizagdo, empregando-se cepas
de microrganismos de referéncia (F. BRAS. 1V, 1988; JP XIV, 2001; Farmacopeia
Portuguesa, 2002). Tal atividade deve ser testada antes da execugdo dos ensaios, a
fim de selecionar a metodologia para verificagdo da presenga de substancias
inibitérias do crescimento microbiano, que possam interferir na avaliagao
microbiolégica da amostra. Caso este protocolo n&o seja cumprido, os componentes
presentes na formulagao irdo inibir o crescimento dos microrganismos possivelmente
presentes, quando a amostra for adicionada aos meios de cultura (Prista, Alves e
Morgado, 1990).

O metilparabeno™ ¢ inativado pelo polisorbato 80, formando um complexo
com este composto (Prista, Alves e Morgado, 1996).

Condi¢des adequadas para o crescimento de bactérias e fungos (bolores e
leveduras) devem ser fornecidas; dentre elas, 0 meio de crescimento (composicao,
pH) e a temperatura.

Os fungos desenvolvem-se mais lentamente que as bactérias (Gompertz et

al.,, 1999a), necessitando de um tempo mais prolongado de incubagdo, em

e) metilparabeno é um conservante frequente nas formulacdes de Agua Boricada.
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temperatura adequada. O tamanho do in6culo e as condigdes da cultura influenciam
na velocidade de crescimento (Ueda e Fernandes, 2000).

Em geral, os fungos de importancia meédica sdo mesdfilos, apresentando
melhor desenvolvimento na faixa de 20 a 30 °C. Entretanto, a C. albicans
desenvolve-se melhor na faixa de 33 a 37 °C (Gompertz et al., 1999a).

Os fungos podem ser unicelulares ou multicelulares e s&o divididos
basicamente em filamentosos (bolores, mofos) e leveduras, conforme sua morfologia
(Ferreira e Avila, 1996).

As culturas de mofos apresentam-se como “tufos ou grumos com aspecto de
penugem, felpudos ou em algodao na superficie” (Ueda e Fernandes, 2000).

As bactérias possuem diferengcas quanto a morfologia (forma, tamanho,
estrutura), metabolismo (aerdbico, anaerdbico), necessidades nutritivas e genética
(Fernandes et al., 2000), caracteristicas estas que permitem a identificacdo desses
microrganismos.

A avaliagdo das colbnias presentes no meio solido é realizada através de
exame visual, verificando-se a morfologia e outras caracteristicas. Esta observacéo,
seguida da coloracdo de Gram, permite a identificagdo preliminar das bactérias
(Koneman et al., 1993).

O meétodo de coloracdo de Gram é o mais importante em bacteriologia,
utilizado para a identificagdo de uma grande variedade de microrganismos. Seu
mecanismo nao é entendido completamente. Baseia-se nas diferengas de parede da
célula dos microrganismos classificados como Gram positivos e os classificados
como Gram negativos. Os primeiros podem basicamente reter corantes a uma
concentragdo mais alta que espécies Gram negativas. Provavelmente, a diferencga
mais importante esteja na permeabilidade da parede da célula durante o processo
de coloracao (Garg e Rao, 1999).

O processo consiste em secar ao ar uma lamina contendo um esfregago do
microrganismo a ser avaliado, seguido de fixagdo a quente. Na prépria lamina,
pinga-se algumas gotas de solugéo de cristal violeta, deixando agir por 1 a 2 min.
ApOs enxaguar suavemente em agua corrente, adiciona-se gotas de solugdo de
iodo, formando um complexo de tintura-iodo dentro da célula do microrganismo, que
é insoluvel em agua, mas moderadamente soluvel em acetona ou alcool. A seguir, a
lamina é enxaguada em agua corrente e aplicado, como descolorante, alcool etilico

ou acetona, por cerca de 2 s. A lamina, entdo, é lavada com agua corrente. Nesta
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etapa, somente os microrganismos Gram positivos retém o complexo formado, de
coloragao azul escura, visivel ao microscépio, possivelmente devido a parede celular
ser menos permeavel que a dos Gram negativos. A lamina, entéo, € tratada por 1 a
2 min com solucdo diluida de fucsina e seca ao ar antes de se examinar ao
microscopio. O grupo dos microrganismos Gram negativos adquire a coloragao
vermelha da fucsina (Garg e Rao, 1999).

A caracterizagdo final dos microrganismos pode ser realizada através da
detecgao de caracteristicas exclusivas de cada espécie, como sistemas enzimaticos,
utilizando-se meios de cultura que contém substratos especificos e indicadores
quimicos que detectam alteracdes de pH ou a presenca de subprodutos especificos
(Koneman et al., 1993).

2.7.1.2 Pesquisa de patégenos

Os patdgenos S. aureus, Salmonella sp., E. coli e P. aeruginosa devem estar
ausentes em todos os medicamentos, independente da via de administragéo (F.
BRAS. 1V,1988).

Furrer, Mayer e Gurny (2002) salientaram que os requisitos farmacopeicos
nao excluem contaminagdo com outros microrganismos, existindo relatos de
frequente contaminagao de frascos de colirios com S. epidermidis e outras espécies

de Pseudomonas.

2.7.1.2.1 Estafilococos

Os estafilococos sao cocos Gram positivos, pertencentes a familia das
Micrococcaceae, nao-moveis, aerdbios ou anaerdbios facultativos, catalase
positivos. Os estafilococos observados ao microscopio (amostras coradas) possuem
agrupamento tipico, em forma de cacho de uva, de onde é derivado o0 seu nome (do
grego staphyle-cacho de uvas). As espécies patogénicas podem ser distinguidas
das nao patogénicas pela capacidade de fermentar a glicose anaerobicamente.
Todas as cepas que produzem coagulase sdo denominadas de S. aureus. Esta
espécie, ao contrario do estafilococo coagulase negativo, fermenta o manitol, produz

DNase e possui atividade bioquimica diferenciada (Locksley, 1988).
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As colbnias em meio sélido, com excecado de variantes, possuem diametro
relativamente grande, atingindo 2 a 3 mm apds 24 h de incubagéo a 35°C (Koneman
et al., 1993).

Como caracteristicas diferenciais, pode ser pesquisada a producido de
catalase, atividade de citocromo-oxidase, fermentacdo da glicose e do manitol,
producao de coagulase e atividade DNase (Koneman et al., 1993).

A catalase produzida pelo S. aureus age sobre o peroxido de hidrogénio,
decompondo-o, cuja agao € observada pela efervescéncia rapida quando se mistura
uma ou duas gotas de perdxido de hidrogénio a 3% com uma porg¢ao da colbénia de
estafiloco (Koneman et al., 1993).

A capacidade do S. aureus em fermentar o manitol e de reduzir o telurito a
telurio livre é avaliada para diferenciar esta espécie do S. epidermidis (Koneman et
al., 1993).

2.7.1.2.2 Salmonella

A Salmonella é uma bactéria na forma de bacilo Gram negativo, aerébico,
pertencente a familia Salmonelleae (Fernandes et al., 2000).

Como caracteristicas diferenciais, podem ser pesquisadas a fermentacédo da
glicose, reducédo do nitrato, atividade da citocromo-oxidase e descarboxilase ou
desidrolase (lisina, ornitina e arginina), producéo de sulfeto de hidrogénio, producao

de indol, utilizagao de citrato, reagcdes de vermelho de metila (Koneman et al., 1993).

2.7.1.2.3 Pseudomonas

A Pseudomonas é um bacilo Gram negativo, aerébico, pertencente a familia
Pseudomonadaceae. Suportam grandes variagdes de temperatura, na faixa de 4 a
42 °C (Fernandes et al., 2000).

Como caracteristicas diferenciais, podem ser pesquisadas a utilizagao
oxidativa ou fermentativa da glicose, crescimento em agar cetrimide, atividade de
citocromo-oxidase, producao de pigmento fluoresceina (Koneman et al., 1993).

A P. aeruginosa possui como caracteristica a produgdo de piocianina, um

pigmento azul-esverdeado (Toledo e Trabulsi, 1999).
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2.7.1.2.4 Escherichia coli

A Escherichia coli (E. coli ) € um bacilo Gram negativo, anaerdébico facultativo,
pertencente a familia Enterobacteriaceae. E muito difundida na natureza, integrando
a flora normal do trato intestinal do homem e de outros animais. Sua preseng¢a na
agua € um importante indicador de contaminagao fecal. Normalmente, € inofensiva,
mas certas cepas podem ser patogénicas (Frazier e Westhoff, 2000; Tortora e
Funke, 2000).

A E. coli ndo pode ser diferenciada de bactérias Gram negativas pelo método
de coloragdo de Gram, tornando necessaria a realizacdo de culturas e testes de
identificacdo apropriados (Schaberg e Turck, 1988).

Para pesquisa e identificagao, é utilizado o crescimento em agar Mac Conkey.
Como caracteristicas diferenciais, sdo pesquisadas: a morfologia da col6nia em agar
eosina-cloreto de metiltioninio, a produgcédo do indol, a reagdo com o reagente de
Voges-Proskauer, a utilizagdo do citrato como unica fonte de carbono (F. BRAS.IV,
1988).

2.7.2 Parametros Fisico-Quimicos

Nas preparacgdes oftalmicas, € importante avaliar o aspecto da solugdo, medir

o pH e determinar o teor do principio ativo (Prista, Alves e Morgado, 1996).
2.7.2.1 Aspecto

As solugodes oftalmicas devem apresentar-se limpidas e isentas de particulas
visiveis a olho nu (Prista, Alves e Morgado, 1996), quando examinadas em
condices satisfatorias de visibilidade (Farmacopea Europea, 1988; BP, 2002).
2.7.2.2 Determinacao de pH

A determinacéo potenciométrica do pH foi feita com o uso do medidor de pH,

através da medicdo da diferenca de potencial entre dois eletrodos adequados,

imersos na solugdo em exame (F. BRAS. IV, 1988).
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2.7.2.3 Teor de &cido bhoérico

A precisdo da composi¢cao € um requisito imprescindivel a ser atendido por
todas as preparagdes farmacéuticas (Prista, Alves e Morgado, 1996).

O teor de acido bédrico foi verificado por titulometria de neutralizagao/
acidimetria, que consiste em neutralizar o acido (acido bdrico) por uma base
(hidréxido de sédio), na presenca do indicador fenolftaleina (Korolkovas, 1988).

O acido bdrico forma um complexo com o glicerol (reagdo 1), o acido
glicerobdrico, que é um acido mais forte que o acido bdrico, sendo, entao,

neutralizado pelo hidroxido de sodio (Prista e Alves 1973; Parfitt, 1999), conforme

reacao 2.
2 C3HgO3 + HBO; — 5 CgH15BO- + 2 H,O (reacéo 1)
glicerina acido bérico acido gliceroborico agua
CgH1sBO; + NaOH - 5 CgH14NaBO; + H,O (reagéo 2)

2.7.3 Teste de Eficacia Antimicrobiana

Os testes destinados para avaliar a eficacia antimicrobiana objetivam
demonstrar a protecéo efetiva do conservante utilizado na preparacao oftalmica (ou
da propriedade intrinseca da solugdo) contra a introdugdo acidental de
microrganismos na embalagem final (Furrer, Mayer e Gurny, 2002).

A USP 25 (2002) estipula que o teste deve ser executado com Candida
albicans, Aspergillus niger, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus.

Torna-se necessario verificar o valor do pH do produto e a concentracdo do
teor de acido bérico na solucao, pois estes dois parametros influenciam na avaliagao

da capacidade antimicrobiana.






3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, estdo descritos os materiais e métodos utilizados para a
aplicacdo dos protocolos de investigacdo, a aquisicdo das amostras, os
equipamentos e instrumentos, os reagentes e solugbes, os meios de cultura, os
microrganismos de referéncia, os ensaios analiticos das amostras e o teste de

eficacia antimicrobiana.

3.1 PROTOCOLOS DE INVESTIGAGCAO

Os protocolos de investigacao foram disponibilizados na forma de fichas e os
dados foram repassados para uma planilha eletrénica, para facilitar o processamento

e os calculos estatisticos.

3.1.1 Protocolo de Investigacdo Aplicado a Populacéo

No protocolo de investigagdo aplicado a populagdo, sem restricdo de sexo,
consta o primeiro nome da pessoa, a naturalidade, o local de residéncia, a faixa
etaria, o grau de escolaridade, o conhecimento ou ndo da Agua Boricada, para qué é
usada, para qual finalidade utilizou o produto, qual a forma de utilizac&o, local de
aplicagao, quem indicou, o resultado obtido e comentarios.

O modelo do protocolo de investigagao aplicado a populagao esta disposto na
tabela 1. Para algumas perguntas, foram disponibilizadas respostas na forma de
multipla escolha, a fim de facilitar o preenchimento do questionario e também os
calculos estatisticos. Porém, em alguns casos, este procedimento nao foi adotado,
objetivando evitar o direcionamento da resposta.

Os questionarios foram aplicados nas ruas da cidade de Curitiba, para 115

pessoas, no periodo de julho de 2003 a agosto de 2004.
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Tabela 1 — Modelo do protocolo de investigagao aplicado a populagéo.

1. NOME: 2. NATURAL DE:
(1° nome) (Cidade/U.F.)

3. RESIDENTE EM:
(Cidade/U.F.)

4. FAIXA ETARIA: ()Até 20 anos ()21-30anos ()31—-40anos ()41-50anos
( )Acima de 50 anos

5. GRAU DE ESCOLARIDADE: ( )1.° Grau incompleto () 1.° Grau completo
() 2.°Grau incompleto ( )2.° Grau completo () Nivel superior incompleto
( ) Nivel superior completo () Outro

6. CONHECE AGUA BORICADA ? ( )SIM ( )NAO (fim)
7. SABE PARA QUE E USADA?  ( )SIM ( )NAO (fim)
8. PARA QUE?

9. JAUTILIZOU? ( )SIM ( YNAO (fim)

10. PARA QUE?

11. FORMA DE UTILIZACAO: () Compressa () Lavagem () Outro

12. LOCAL DE APLICACAO: ( )Olhos ( )Ferimentos ( )Lentes de contato

(
( )Seios () Outro

13. QUEM INDICOU? ( ) Farmacia ( ) Médico () Parente ()Outro

14. OBTEVE O RESULTADO ESPERADO? ( )SIM ( YNAO ( ) NAO SEI

15. COMENTARIOS:

DATA: / /

3.1.2 Protocolo de Investigacdo Aplicado nas Farmacias e Drogarias

Para as farméacias e drogarias, foi perguntado se vendem ou ndo Agua
Boricada (em caso negativo, explicando o motivo), se compram sempre da mesma
marca € o motivo, qual a média de venda mensal, como se efetiva a venda
(indicagao, receita médica ou a pedido do cliente), se algum fator influencia na

venda do produto (acao terapéutica, baixo prego, outro ou nenhum) e comentarios.
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Neste protocolo, consta a caracterizacdo do estabelecimento farmacéutico
(individualizado, permissionario’ ou unidade de rede), quem respondeu as
perguntas (farmacéutico, atendente ou proprietario) e a data em que o mesmo foi
aplicado.

Entre as 750 farmacias e drogarias existentes na cidade de Curitiba?®, foram
selecionados aleatoriamente 84 estabelecimentos. O protocolo de investigagéo
(tabela 2) foi aplicado pessoalmente ou por telefone, no periodo de janeiro a julho de
2004.

Tabela 2 — Modelo do protocolo de investigacao aplicado em farmacias e drogarias.

1. CARACTERIZACAO DO ESTABELECIMENTO FARMACEUTICO:
( ) INDIVIDUALIZADO ( ) PERMISSIONARIO ( ) UNIDADE DE REDE

2. VENDE AGUA BORICADA? ( ) SIM (Continua n.° 4) ( YNAO (Continua n.° 3)

3. PORQUE? (fim)

4. COMPRA SEMPRE DA MESMA MARCA? ( )SIM ( )NAO
POR QUE?

5. QUAL A VENDA MENSAL (MEDIA)?

6. COMO SE DA A VENDA (PRINCIPAL)? ‘
( )INDICACAO  ( ) RECEITAMEDICA ( )APEDIDO DO CLIENTE

7. ALGUM FATOR INFLUENCIA NA VENDA DO PRODUTO?
( ) ACAO TERAPEUTICA ( )BAIXO PRECO ( ) NENHUM ( )OUTRO

8. COMENTARIOS:

9. QUEM RESPONDEU O QUESTIONARIO: ,
( ) FARMACEUTICO ( ) ATENDENTE () PROPRIETARIO

DATA: / /2004

3.2 AMOSTRAS

Vinte e sete amostras de Agua Boricada foram adquiridas em farmécias e

drogarias dos Estados de Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul,

'° Permissionario é aquele que possui permissao para utilizar uma determinada marca.
2 Segundo informagbes do Conselho Regional de Farmacia do Estado do Parana.
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Parana, Santa Catarina e Sao Paulo. Também foram coletadas 20 amostras pelas
Vigildncias Sanitarias Municipais e Estadual do Parana, em farmacias e
distribuidoras de medicamentos do Estado.

Um total de 47 amostras foi analisado, todas elas dentro do prazo de validade
especificado no rétulo dos produtos, de 25 fabricantes localizados nos Estados de
Séao Paulo (8), Rio de Janeiro (5), Santa Catarina (3), Minas Gerais (3), Parana (2),
Rio Grande do Sul (2) e Goias (2), conforme mostrado na figura 4.
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Figura 4 — Distribuigao dos fabricantes de Agua Boricada em alguns Estados do Brasil.
Fonte: Biblioteca Virtual (2005)

Os fabricantes foram codificados pela letra “F”, seguido de um algarismo
romano. Na tabela 3, estdo relacionadas as amostras com os fabricantes e o Estado

onde os mesmos estao localizados.



Tabela 3 — Relagéo dos fabricantes de Agua Boricada, Estados e amostras.
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FABRICANTE ESTADO AMOSTRAS
F1 SP 7,16 € 33
F2 MG 17,18, 19 23
F3 Sle 9, 14, 20, 22, 38, 41, 43, 44 € 45
F4 GO 37
FS PR 21 e 31
F6 PR 6
F7 RJ 4
F8 SP 11,12e 13
F9 MG 25 e 30
F10 RJ 8
F11 SP 26 €29
F12 MG 40
F13 RS 32
F14 sC 42
F15 Sp 35
F16 RJ 3
F17 Sp )

F18 RS 15 e 24
F19 RJ 5e 36
F20 SP 97
F21 sC 10
F22 RJ 28 e 46
F23 GO 34
F24 SP 39 e 47
F25 SP 2

3.3 EQUIPAMENTOS E INSTRUMENTOS

No desenvolvimento desta pesquisa, foram utilizados os equipamentos e

instrumentos pertencentes as Se¢des de Medicamentos, Microbiologia de Alimentos,

Esterilizacdo, Meio de Culturas e Reativos do Laboratério Central do Estado do

Parana, relacionados na sequéncia.
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3.3.1 Ensaios Fisico-Quimicos

Os equipamentos e instrumentos utilizados nos ensaios fisico-quimicos das

amostras estao relacionados na tabela 4.

Tabela 4 — Relagao dos equipamentos e instrumentos utilizados nos ensaios fisico-quimicos.

EQUIPAMENTOS E INSTRUMENTOS UTILIZACAO

BALANGA ANALITICA

Marca SARTORIUS Preparo de solugdes

MEDIDOR DE pH

Marca METTLER TOLEDO MP220 Ensaio de pH

DESTILADOR DE AGUA

Marca FANEM Purificagdo da agua potavel

PIPETADOR MANUAL

Marca Brand Amostragem

3.3.2 Ensaios Microbioldgicos

Os equipamentos e instrumentos utilizados nos ensaios microbiologicos das
amostras e validagdo das metodologias e o emprego de cada um estdo dispostos na
tabela 5.



Tabela 5 — Relagao dos equipamentos e instrumentos utilizados nos ensaios microbiologicos

EQUIPAMENTO/ INSTRUMENTO

EMPREGO

AUTOCLAVE VERTICAL
Marca Fabbe-Primar Mod. 11034

BALANCA DE PRECISAO
Marca Libror, Mod. AC 100

BANHO — MARIA
Marca Alpha MOD B45

BANHO-MARIA COM AGITACAO
Marca Marconi Mod. Ma 159

CAMARA DE UV
Marca Camag

CONTADOR DE COLONIAS
Marca Phoenix Mod. EC 550 — A

DEIONIZADOR DE AGUA
Marca PERMUTION

DESTILADOR DE AGUA
Marca FANEM

ESTUFA BACTERIOLOGICA
Marca Fanem Mod. 002 CB
Marca Quimis Mod. 316 B24

ESTUFA INCUBADORA BOD
Marca Marconi Mod. MA 415/S

FLUXO LAMINAR
Marca Trox Mod FLV Série 510
Marca Veco Mod. HL F 518

FOGAREIRO ELETRICO 6 bocas
Marca Prodicil Mod 06

FREEZER HORIZONTAL
Marca Consul Mod. 415

GELADEIRA DE QUATRO PORTAS Marca
Eicon Mod. BKA

MEDIDOR DE pH
Marca METTLER TOLEDO MP220

MICROSCOPIO OTICO
Marca Olympus

PIPETADOR AUTOMATICO
Marca Brand

Esterilizagdo e descontaminagéo dos meios de
cultura, vidrarias e outros materiais.
Preparo dos meios de cultura
Preparo dos meios de cultura

Preparo dos meios de cultura
Leitura das col6nias de microrganismos
Contagem das UFC nas placas
Purificagdo da agua potavel

Purificagdo da agua potavel

Incubacao das amostras e das cepas

Incubagao das amostras e das cepas

Preparo das cepas de microrganismos e inoculagao
das amostras

Preparo dos meios de cultura
Guarda das cepas de microrganismos
Guarda dos meios de cultura
Preparo dos meios de cultura
Observacao das coldnias de microrganismos

Amostragem
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3.4 REAGENTES E SOLUCOES

Para a execugdo dos ensaios analiticos, foram utilizados os reagentes e

solugdes ilustrados na tabela 6.

Tabela 6 — Relagdo dos reagentes e solugdes utilizados nos ensaios analiticos.

REAGENTE/ SOLUCAO UTILIZACAO
Fenolftaleina SI*’ Teor de 4cido borico
Glicerina p.a.? Teor de acido borico
Solucao cloreto de sédio 0,9% (fisioldgica) Teste de eficacia antimicrobiana
Solug&o hidréxido de sédio 1 N* Teor de &cido bérico
Solugéo tampéao pH 4,00 Calibragao do medidor de pH
Solugéo tampéao pH 7,00 Calibragao do medidor de pH

3.5 MICRORGANISMOS DE REFERENCIA

Os microrganismos de referéncia utilizados para a verificagcdo da capacidade
inibitéria das amostras, nos controles dos meios de cultura e no ensaio para
avaliagdo da atividade antimicrobiana da Agua Boricada, foram cepas liofilizadas de
Aspergillus niger ATCC?* 16404, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 8739, Candida albicans ATCC
10231, Salmonella sp. ATCC 14028 e Bacillus subtilis ATCC 6633, fornecidas pelo
Instituto de Controle de Qualidade em Saude (INCQS).

3.6 MEIOS DE CULTURA
Para a execugao dos ensaios microbiolégicos, foram utilizados meios de

culturas formulados e disponiveis comercialmente. Os meios foram obtidos na forma

desidratada e preparados conforme indicagcido do fabricante. A relacido dos meios de

1 A sigla Sl significa soluggo indicadora.

2N sigla p.a. significa para analise.

BA sigla N refere-se a normalidade da solugdo. Esta solugéo foi adquirida pronta (marca Merck), com
fator de correcédo igual a 1,0000.

2N sigla ATCC significa American Type Culture Collection.
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cultura utilizados esta disposta na tabela 7 e a composigcao dos mesmos € mostrada

no anexo 1.

Os meios de cultura foram previamente testados, quanto a sua capacidade

seletiva e nutritiva, conforme metodologias estabelecidas pela F. BRAS. 1V, 1988.

Tabela 7 — Relagao dos meios de cultura utilizados nos ensaios microbioldgicos.

MEIO DE CULTURA

UTILIZACAO

Agar Caseina de Soja

Agar cetrimida
Agar de Vogel-Johnson
Agar Mac Conkey

Agar nutriente

Agar Sabourand Dextrose

Agar verde brilhante
Caldo de caseina de soja
Caldo de enriquecimento

Caldo Letheen

Verificagdo da capacidade inibitoria
Contagem de bactérias
Teste de eficacia antimicrobiana

Pesquisa de Pseudomonas
Pesquisa de Staphylococcus
Pesquisa de E. coli

Preparo de inéculo

Verificagdo da capacidade inibitoria
Contagem de bolores e leveduras
Teste de eficacia antimicrobiana

Pesquisa de Salmonella
Verificagdo da capacidade inibitoria
Pesquisa de patégenos

Diluigdo das amostras

3.7 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS NAS AMOSTRAS

Apds a chegada ao laboratério, as amostras foram cuidadosamente

inspecionadas, a fim de detectar possiveis irregularidades em suas embalagens. A

seguir, foram estocadas a temperatura ambiente até o inicio das analises, seguindo

as recomendacgodes dos fabricantes descritas nos rétulos dos produtos.

As amostras foram submetidas primeiramente a avaliagdo da embalagem e

rotulagem e, posteriormente, aos ensaios microbioldgicos e fisico-quimicos.
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3.7.1 Avaliagcdo da Embalagem

As embalagens das amostras foram avaliadas quanto ao tipo de material
utilizado (vidro, plastico), coloracdo do frasco, presenca ou auséncia de lacre e a

apresentacao de volume.

3.7.2 Avaliacado da Rotulagem

Na avaliagdo da rotulagem, foram verificados os prazos de validade das
amostras, a formulagédo (tipo de agua utilizada, concentracdo de acido bdrico,
presenga ou auséncia de conservante), presencga de indicagdes do produto para uso

oftalmoldgico e de outras informagdes relevantes para o consumidor.

3.7.3 Ensaios Microbiolégicos

As metodologias analiticas utilizadas para os ensaios microbioldgicos,
constam em diversas monografias oficiais, sendo que neste trabalho foram
empregados os métodos descritos na F. BRAS. V. (1988).

Todas as vidrarias, meios de cultura e solugbes foram previamente
esterilizadas. Foram feitos controles positivos e negativos de todos os meios de
cultura, em paralelo com a realizagdo dos ensaios nas amostras.

As amostras foram manipuladas cuidadosamente para evitar a contaminagao
e, consequentemente, a obtencao de resultado falso positivo. Para tanto, antes da
abertura, as embalagens das amostras foram desinfetadas com alcool etilico 70 %
(p/v). Para a amostragem e execugao das analises, foram empregadas técnicas
asseépticas, as quais foram realizadas em fluxo laminar vertical, segundo
recomendacgdes da F. BRAS. IV. (1988).

As diluicdes das amostras foram utilizadas logo apdés o preparo, nao
excedendo o tempo de 60 min, conforme recomendagdes da monografia (JP XIV,
2001).

Antes do inicio dos ensaios microbiolégicos (contagem de viaveis totais,

pesquisa e identificacdo de patégenos), as amostras foram submetidas a teste para
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verificagdo da capacidade inibitéria do crescimento microbiano, conforme

metodologia descrita na sequéncia.
3.7.3.1 Verificagéo da capacidade inibitéria

O método consistiu em inocular uma suspensdo de microrganismos de
referéncia em placa de Petri contendo a amostra e agar caseina-soja e incubado em

temperatura e tempo adequados para cada microrganismo.
3.7.3.1.1 Preparo do inéculo

Inicialmente, as cepas dos microrganismos utilizados (Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella sp. ATCC
14028, Escherichia coli ATCC 8739 e Candida albicans ATCC 10231) foram
reidratadas de acordo com as instru¢cdes que acompanharam as mesmas.

A seguir, todas as cepas foram conferidas quanto a pureza (crescimento em
meios especificos) e quanto a identidade, através de provas bioquimicas.

Apos reidratagado dos microrganismos, foi realizado um cultivo em meio agar
nutriente (para bactérias) e em agar Sabourand Dextrose (para bolores e leveduras).
As culturas foram incubadas a 30 — 35°C por 24 h, com exceg¢ao da C. albicans, que
foi incubada a 20 — 25°C por 48 h.

A seguir, foram feitas diluicdes decimais de cada uma dessas culturas,
utilizando solugéo fisiolégica, de modo a obter uma suspensao que contenha cerca

de 100 células viaveis por ml.
3.7.3.1.2 Preparo da amostra
Foi medido 10 ml da amostra e transferido para Erlenmeyer contendo 90 ml

de caldo de caseina de soja e homogeneizado completamente por agitagéo (diluicdo
107.
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3.7.3.1.3 Procedimento para avaliacao e inativacéo da atividade inibitéria

Aliquotas de 1 ml da amostra diluida foram transferidas para placas de Petri,
medindo 100 x 20 mm (duas para cada microrganismo). A seguir, foi adicionado 1 ml
da suspensao do microrganismo (contendo cerca de 100 células viaveis/ml) e 15 a
20 ml de meio agar caseina-soja (para bactérias) e agar Sabourand Dextrose (para
bolores e leveduras).

Foram preparadas duas placas para cada cepa de microrganismo sem a
amostra, para servir de controle. As placas foram incubadas a 30 — 35°C por 48 h,
com excecao dos ensaios frente a C. albicans, que foram incubados a 20 — 25°C por
5 dias. O crescimento parcial dos microrganismos na amostra indicou a presencga de
substancias inibidoras.

A atividade inibitéria foi eliminada com a utilizacdo do Caldo Letheen para a
diluicdo das amostras, o qual possui em sua composi¢ao substancias inativadoras
(polisorbato 80 e lecitina de soja).

A eliminagcdo da atividade inibitoria foi comprovada através da repeticdo do

ensaio descrito e obtencéo do crescimento das cepas dos microrganismos utilizados.

3.7.3.2 Contagem de viaveis totais

Para a contagem de viaveis totais, foram executados dois ensaios: um para a
detecgao e contagem de bolores e leveduras e outro para a detecgao e contagem de
bactérias mesdfilas.

O método utilizado foi o de contagem em placas, seguindo metodologia
estabelecida pela F. BRAS. IV (1988).

3.7.3.2.1 Contagem de bolores e leveduras
Uma aliquota de 10 ml da amostra foi adicionada a 90 ml de Caldo Leethen e

homogeneizada completamente por agitacdo (diluicao 10'1). Foram preparadas

diluicdes decimais 102 e 1073, utilizando o mesmo meio de cultura.
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A seguir, aliquotas de 1 ml de cada diluigdo da amostra foram transferidas
para duas placas de Petri, medindo 100 x 20mm, e adicionados 15 — 20 ml de meio
agar Sabourand Dextrose, liquefeito a 45°C.

O conteudo das placas foi homogeneizado manualmente, através de
movimentos rotatérios. Apds solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a
25°C durante 7 dias.

Decorrido o tempo de incubagao, procedeu-se a contagem do numero de
colénias nas placas com até 100 colbénias de fungos utilizando contador de col6nias.
Foi calculada a média aritmética de cada diluicdo a partir dos valores obtidos das
placas. O numero de microrganismos por mililitro foi calculado empregando a
equacado 1. O resultado foi expresso como Unidade Formadora de Colbnias por

mililitro da amostra (UFC/ml).

N=(P1+P2)D (Equagao 1)
2

Onde: N = numero de UFC/ ml de amostra
P1 = numero de colbnias na placa 1
P2 = numero de colbnias na placa 2
D =diluigao utilizada
No caso das placas de todas as diluigbes que nao apresentaram
crescimento microbiano, o resultado foi expresso como sendo menor que uma vez a

menor diluigdo (< 10 UFC/ml).

3.7.3.2.2 Contagem de bactérias mesoéfilas

As amostras foram diluidas da mesma forma como descrito no item
3.7.3.2.1. A sequir, aliquotas de 1 ml de cada diluicdo da amostra foram transferidas
para 2 placas de Petri, medindo 100 x 20mm, e adicionados 15 — 20 ml de meio agar
caseina de soja, liquefeito a 45°C.

O conteudo das placas foi homogeneizado manualmente através de
movimentos rotatorios. Apds solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a
35°C, durante 4 dias.

Decorrido o tempo de incubagdo, procedeu-se a contagem do numero de

colénias nas placas com até 300 colénias de bactérias, utilizando contador de
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colénias. Calculou-se a média aritmética de cada diluicdo, a partir dos valores
obtidos das placas. O numero de microrganismos por mililitro foi calculado
empregando a equacgao 1. O resultado foi expresso como Unidade Formadora de
Colonias por mililitro da amostra (UFC/ml).

No caso das placas de todas as diluicdbes que nao apresentaram
crescimento microbiano, o resultado foi expresso como sendo menor que uma vez a

menor diluicdo (< 10 UFC/ml).

3.7.3.3 Pesquisa de patégenos

Os seguintes patogenos foram pesquisados: P. aeruginosa, Salmonella sp.,
S. aureus e E. coli.

As metodologias adotadas serviram para a deteccdo de presenga ou
auséncia dos patdgenos relacionados, em 1 g da amostra, seguindo metodologias
oficiais estabelecidas pela F. BRAS. IV (1988).

Uma aliquota de 10 ml de uma diluicdo 10”' da amostra (com caldo Letheen)
foi adicionada a 100 ml de caldo de enriquecimento. A incubacgao foi realizada entre
30 e 35 °C, durante 48h.

Os ensaios descritos na sequéncia foram realizados a partir do crescimento

dos microrganismos no caldo de enriquecimento.

3.7.3.3.1 Pesquisa e Identificacdo de Pseudomonas aeruginosa

Para a pesquisa e identificacdo de P. aeruginosa, uma al¢gada do meio de
enriquecimento foi transferida para placa de Petri contendo meio agar cetrimida e
semeado utilizando o método de estrias em superficie. A placa foi incubada a 35°C
durante 24 — 48 h. Havendo o crescimento de colbnias suspeitas, realizam-se testes

de confirmacéao, seguindo metodologias estabelecidas na F. BRAS. IV (1988).

3.7.3.3.2 Pesquisa e identificagcédo de Staphylococcus aureus

Para pesquisa e identificacdo de S. aureus, transferiu-se uma algada do
crescimento do caldo de enriquecimento para placa de Petri contendo meio agar de

Vogel-Johnson, e semeado utilizando o método de estrias em superficie. A placa foi
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incubada a 35°C durante 24 — 48 h. Havendo o crescimento de coldnias pretas,
brilhantes, circundadas por uma zona amarela, torna-se necessaria a realizagao de

testes de confirmacgao, seguindo metodologias estabelecidas na F. BRAS. IV (1988).

3.7.3.3.3 Pesquisa e Identificagc&o de Salmonella sp.

Na pesquisa e identificagcdo de Salmonella sp., uma algada do crescimento
no meio de enriquecimento foi transferida para placa de Petri contendo agar verde
brilhante. A placa foi incubada a 35°C durante 24 — 48 h. Ocorrendo a formagao de
colbnias grandes, vermelhas ou rosas, com halo avermelhado, torna-se necessaria a
realizacdo de testes de confirmagado, seguindo metodologias estabelecidas na F.
BRAS. IV (1988).

3.7.3.3.4 Pesquisa e ldentificacdo de Escherichia coli

Na pesquisa e identificacdo de E. coli, uma alcada do meio de
enriquecimento foi transferida para placa de Petri contendo meio agar Mac Conkey e
semeado utilizando o método de estrias em superficie. As placas foram incubadas a
35°C durante 24-48 h. Ocorrendo o crescimento de colbnias de coloragdo vermelha
tijolo, circundadas por um halo de precipitagédo, torna-se necessaria a execucgao de

testes de confirmacgao, seguindo metodologias estabelecidas na F. BRAS. IV (1988).

3.7.4 Ensaios Fisico-Quimicos

As amostras foram avaliadas quanto ao aspecto, pH da solugdo e teor de

acido borico.

3.7.4.1 Aspecto

O aspecto das amostras foi observado a olho nu, quanto a limpidez, auséncia
de material estranho e coloracgao.

As solucdes oftalmicas devem ser limpidas e isentas de particulas estranhas
(Hecht, 2000).
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3.7.4.2 Determinacao do pH

A determinacédo do pH foi executada pelo método potenciométrico, utilizando
medidor de pH, seguindo metodologia descrita no item V.2.19, da F. BRAS. IV
(1988).

Para a calibragédo do instrumento, foram empregadas solugdes-tampéao pH 4,0
e 7,0, visando a calibragdo do aparelho e a obtencéo de linearidade nas respostas
em relagao as alteragdes de potencial observadas (F. BRAS. IV, 1988).

Apos a calibracdo do medidor de pH, o eletrodo foi imerso na amostra e
realizadas trés leituras sucessivas.

O resultado da determinagao do pH de cada amostra foi expresso como a

média das duas ultimas leituras.

3.7.4.3 Teor de Acido Bérico

A metodologia empregada para este ensaio baseia-se na monografia para o
4cido borico, constante na F. BRAS. Il (1959), com adaptacdes para a Agua
Boricada: misturou-se exatamente 20 ml de agua boricada com 30 ml de glicerina,
previamente neutralizada em presenca de fenolftaleina (Sl). Apés homogeneizacgao,
titulou-se com solugdo de Hidroxido de Sodio 1 N (SV), usando fenolftaleina (SI)
como indicador. Cada 1 ml de solugdo gasta de NaOH 1 N equivale a 0,06184 g de
H3BO3. Os calculos foram executados de acordo com as equagdes 2 e 3.

Os resultados para o teor de acido bérico em cada amostra foram registrados

como a média de quatro determinagdes e o limite de confianga de 95%.

g% = V.G. xf.c. x0,06184 x 100
T.A.

(Equacgao 2)

Onde:

g% = relagéo percentual da quantidade de acido bérico (em gramas) na solugao (em 100 ml)
V.G. = Volume gasto na titulagao (em ml)

f.c. = Fator de correcdo do titulante (NaOH 1 N)

T.A. = Tomada de amostra (em ml)
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%d.d. = g% x 100 (Equacéo 3)
V.N.
Onde:
%d.d. = porcentagem do valor nominal declarado
g% = quantidade de acido bodrico (g) em 100 ml da solugéo
V.N. = valor nominal declarado de acido bdérico

3.8 TESTE DE EFICACIA ANTIMICROBIANA

Para avaliar a eficacia antimicrobiana, foram preparadas em laboratério duas
amostras de Agua Boricada a 3%, empregando agua purificada obtida por diferentes
processos de obtencado: por destilacdo e deionizacdo. Os valores de pH e
condutividade das aguas destilada e deionizada foram verificados imediatamente
apos o processo de purificagao (tabela 8).

As amostras foram preparadas conforme indicado na 12 Edicdo da
Farmacopéia Brasileira (Silva, 1926) para a obtencdo da Agua Boricada. Uma das
amostras foi preparada com agua destilada (amostra A) e a outra utilizando agua
deionizada (amostra B).

A seguir, verificou-se o pH das duas amostras (tabela 8) e cada uma delas foi
dividida em duas partes iguais. Uma por¢cédo de cada amostra teve o pH ajustado
para 7,00, com auxilio de solugao diluida de hidroxido de sddio, sendo estas porgdes

identificadas como amostras C e D.

Tabela 8 — Caracteristicas das amostras de Agua Boricada produzidas em laboratério.

) : oH DA
AMOSTRA CARACTERISTICAS DA AGUA UTILIZADA PREPARAGAO
Destilada
A (pH 6,10, condutividade 0,22 pS/cm) 437
Deionizada
B (pH 6,06, condutividade 0,49 pS/cm) 4.28
Destilada
c (pH 6,10, condutividade 0,22 pS/cm) 7,00
D Deionizada 700

(pH 6,06, condutividade 0,49 uS/cm)
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As amostras (figura 5) foram submetidas ao teste de eficacia antimicrobiana,
seguindo a metodologia descrita na USP 25 (2002) e utilizando in6culo das cepas
dos seguintes microrganismos: Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Candida albicans ATCC 10231
e Aspergillus niger ATCC 16404.

Além dos microrganismos determinados pela monografia, as amostras foram
testadas frente a cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633.
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Figura 5 — Fotografia das amostras de Agua Boricada produzidas em laboratério.

3.8.1 Preparo do In6culo

Inicialmente, as cepas liofilizadas de cada microrganismo foram reidradatas,
seguindo a recomendacao do fornecedor. A seguir, efetuou-se a reativagao das
culturas em meios apropriados em tubo inclinado, seguindo o estabelecido na tabela
9.

As superficies de crescimento das culturas bacterianas e da C. albicans foram
lavadas com salina estéril, enquanto que para a cultura de A. niger utilizou-se salina
estéril acrescida de 0,05% de polisorbato 80. A 1ml da suspensdo obtida de cada
microrganismo foi adicionada quantidade suficiente de salina estéril até obter uma

contagem de cerca de 108 UFC/ml.
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O numero de UFC/ml em cada suspensado foi determinado usando as
condi¢cdes do meio e o tempo de incubacio para recuperagao microbiana listado na

tabela 9 para confirmar a UFC/ml inicial estimada.

Tabela 9 — Requisitos para reativagdo dos microrganismos.

TEMPO DE TEMPO DE
MEIO TEMPERATURA ~ INCUBACAO PARA
MICRORGANISMO UTILIZADO DE INCUBAGCAO INCILKJBOA(\:%AI\_%DO RECUPERAGCAO
MICROBIANA
Staphylococcus Agar caseina de o B B
aureus ATCC 6538 soja 325125 18 -24h 3 -5 dias
Pseudomonas Agar caseina de
aeruginosa ATCC 9 . 325+25° 18-24 h 3 — 5 dias
soja
9027
Escherichia coli Agar caseina de o :
ATCC 8739 soja 325+25 18-24 h 3 -5 dias
Candida albicans Agar Sabourand o .
ATCC 10231 Dextrose 22525 44 — 52 h 3 — 5 dias
Aspergillus niger Agar Sabourand o B . R
ATCC 16404 Dextrose 225125 6 — 10 dias 3 -7 dias
Bacillus subtilis Agar caseina de o .
ATCC 6633 soja 225125 18-24h 3 -7 dias

Fonte: USP 25 (2002), com excegado do B.” subtilis.
3.8.2 Procedimento

Seis frascos por amostra, contendo 50g de cada uma das amostras (A, B, C e
D) foram preparados. Os in6culos dos microrganismos, listados na tabela 9, foram
distribuidos, em separado, nos frascos contendo a amostra fracionada, conforme
representado na figura 6. Para as bactérias, foram inoculadas cerca de 10° UFC/ml e
para bolores e leveduras 10° UFC/ml.
A figura 7 ilustra a cabine de segurancga biolégica (fluxo laminar vertical),
contendo material para a execucgéao do teste de eficacia antimicrobiana.
Os frascos contendo a amostra e o inoculo, devidamente fechados, foram
homogeneizados manualmente. Imediatamente apdés a homogeneizagdo, foram

preparadas diluicbes decimais, utilizando caldo Letheen e preparadas duas placas

% A sigla B. significa Bacillus.
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de Petri (por microrganismo) e adicionado agar caseina de soja (bactérias) e agar
Sabourand Dextrose (bolores e leveduras). A seguir, as placas foram incubadas a
35°C por 48h (bactérias) e a 25 °C durante 5 a 7 dias (bolores e leveduras), a fim de
confirmar a contagem inicial do inéculo. A figura 8 representa o procedimento

esquematico das diluicbes e do preparo das placas.

LT

Figura 6 — Esquema de fracionamento das amostras de Agua Boricada produzidas em laboratério.

Figura 7 — Fotografia do fluxo laminar contendo material para a execugao do teste de eficacia
antimicrobiana.
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Os frascos, contendo a amostra e o indculo, foram mantidos a 24 £ 1 °C, em
incubadora BOD.

Figura 8 — Esquema da diluigdo das amostras e distribuicao nas placas, para o teste de eficacia
antimicrobiana.

Para verificar se houve aumento ou redugéao da contagem inicial, ap6s 7, 14 e
28 dias, foram realizadas contagens dos microrganismos, através de amostragens
de cada frasco, transferindo 1ml para tubos de ensaio e preparadas diluicbes
decimais de 107", 102, 10 e 10, utilizando Caldo Letheen. De cada diluicdo, foram
preparadas duas placas de Petri (por microrganismo), as quais foram adicionados
meio agar caseina de soja (bactérias) e meio agar Sabourand Dextrose (bolores e
leveduras) e incubadas a 35 °C por 48h (bactérias) e a 25 °C durante 5 a 7 dias

(bolores e leveduras).

3.8.3 Expressdo dos Resultados da Anédlise

Transcorrido o tempo de incubagéao, realizou-se a contagem das colbnias em
cada placa, expressando o resultado como a média das contagens das duas placas
da mesma diluicdo como UFC/ml.

Usando a concentracao inicial do inéculo, foi calculada a variagcdo em valores
de logio da concentragdo de UFC/ml para cada microrganismo nos intervalos de 7,

14 e 28 dias, expressando a variagdo em termos de redugao de log.
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3.8.4 Critério para a Eficacia Antimicrobiana

Os requisitos para eficacia antimicrobiana sao satisfatorios se as amostras

cumprirem com o critério especificado na tabela 10.

Os produtos oftalmicos sdo enquadrados na categoria 1, enquanto os de uso

topico (em base aquosa) pertencem a categoria 2.

Como o Bacillus subtilis ndo faz parte dos microrganismos preconizados para

a execugao deste teste, os resultados para este microrganismo nao foram

considerados nos critérios citados na tabela 10, para a avaliagcao final das amostras.

Os resultados serviram apenas para verificar a eficacia antimicrobiana das amostras

de Agua Boricada frente & cepa deste microrganismo.

Tabela 10 — Critérios para a eficacia antimicrobiana.

CATEGORIA  MICRORGANISMOS

CRITERIOS

Bactérias

Bolores e leveduras

Bactérias

Bolores e leveduras

Nao menos que 1.0 Iog26 de reducdo da contagem inicial
calculada em 7 dias; ndo menos que 3.0 log de reducédo da
contagem inicial em 14 dias e ndo aumentar a quantidade
de 14 a 28 dias.

N&o aumentar a contagem inicial calculada em 7, 14 e 28
dias.

N&o menos que 2.0 log de reducdo da contagem inicial em
14 dias e ndo aumentar a quantidade de 14 a 28 dias.

N&o aumentar a contagem inicial calculada em 14 e 28 dias.

Fonte: USP 25 (2002).

% Reduczo de 1 log é igual a reducao de 90,0% da populagéo; 2 log € igual a 99,0% e 3 log é igual a

99,9% de reducéao da populagao.



4 RESULTADOS

Neste capitulo, descrevem-se os resultados dos protocolos de investigagao
(aplicados a populacdo e as farmacias e drogarias), dos ensaios analiticos das
amostras (embalagem, rotulagem, microbiolégicos e fisico-quimicos) e do teste de
eficacia antimicrobiana da Agua Boricada.

4.1 PROTOCOLOS DE INVESTIGACAO

Primeiramente, apresentam-se os resultados dos protocolos de investigacao

aplicados a populagéo, seguido dos resultados nas farmacias e drogarias.
4.1.1 Protocolo de Investigacdo Aplicado a Populacéao

Com a utilizagdo do protocolo de investigacdo constante na tabela 1, foram
entrevistadas 115 pessoas, sendo 48,70% do sexo masculino e 51,30% do sexo
feminino (figura 9).
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Figura 9 — Distribuigado proporcional do sexo da populagéo entrevistada (n=115).

Dos entrevistados, 78,26% eram naturais do Parana, sendo o restante

pertencente aos Estados de Santa Catarina (9,57%), Sédo Paulo (8,69%), Rio
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Grande do Sul (1,74%), Pernambuco (0,87%) e Rio de Janeiro (0,87%), conforme

exposto na figura 10.
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Figura 10 — Distribuicdo proporcional da naturalidade dos entrevistados (n=115): (1) Paran4, (2) Rio
Grande do Sul, (3) Santa Catarina, (4) Sdo Paulo, (5) Pernambuco, (6) Rio de Janeiro.

Cinco faixas etarias foram apresentadas aos entrevistados para assinalar a
faixa correspondente. O maior indice foi obtido para a faixa entre 21 e 30 anos
(29,57%) e o menor para a faixa de até 20 anos (13,04%). Observou-se uma
homogeneidade na distribuicdo para as outras trés faixas etarias. Os resultados

estéo dispostos na figura 11.
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Figura 11 — Faixa etaria da populagéo entrevistada (n=115): (1) Até 20 anos, (2) Entre 21 e 30 anos,
(3) Entre 31 e 40 anos, (4) Entre 41 e 50 anos, (5) Acima de 50 anos.
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Sete niveis de escolaridade foram apresentados a populagdao. A maioria dos
entrevistados estava cursando ou havia completado o nivel superior (50,44%). O
menor indice observado foi para pés-graduacéo (1,74%). A distribuicdo do grau de

escolaridade dos entrevistados esta representada na figura 12.
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Figura 12 — Grau de escolaridade dos entrevistados (n=115): (1) 1° grau incompleto, (2) 1° grau
completo, (3) 2° grau incompleto, (4) 2° grau completo, (5) nivel superior incompleto, (6) nivel superior
completo, (7) pds-graduacao.

Na pesquisa realizada, 83,48% dos entrevistados conheciam a Agua
Boricada, sendo que 77,39% tinham conhecimento da finalidade de uso da mesma e

57,39 % ja utilizaram o produto. Os resultados estao apresentados na figura 13.
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Figura 13 — Frequéncia das respostas de conhecimento e uso da Agua Boricada (n=115): (1)
conhecem a Agua Boricada; (2) conhecem a finalidade de uso do produto, (3) ja utilizaram o produto.
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Ao perguntar sobre o conhecimento do uso Agua Boricada, foram obtidas 19
respostas, sendo que 71,90% da populagdo entrevistada apontaram
espontaneamente a Agua Boricada para uso oftalmolégico. A distribuicdo

proporcional esta disposta na figura 14.
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Figura 14 — Distribuicdo proporcional do conhecimento do uso da Agua Boricada (n=89): (1)
Conjuntivite, (2) Limpeza dos olhos, (3) Antisséptico, (4) Limpeza das lentes de contato, (5) Limpeza
de ferimentos, (6) Limpeza dos olhos e limpeza de ferimentos, (7) Antisséptico e limpeza de
ferimentos, (8) Limpeza dos olhos e limpeza das lentes de contato, (9) Limpeza de seios e
conjuntivite, (10) Limpeza dos olhos e limpeza dos seios, (11) Limpeza de lentes de contato e
conjuntivite, (12) Limpeza dos olhos e poés-cirurgico, (13) Alergia, (14) Antisséptico e limpeza dos
olhos, (15) Limpeza das lentes de contato e limpeza de ferimentos, (16) Limpeza dos seios, limpeza
de ferimentos e pos-cirurgico, (17) Limpeza de ferimentos e conjuntivite, (18) Antisséptico, limpeza
dos olhos e limpeza de ferimentos, (19) Antisséptico, limpeza dos olhos e limpeza de lentes de
contato.

Para aqueles que responderam que j& utilizaram a Agua Boricada (n = 66), foi
perguntado para qual finalidade o produto foi empregado e foram obtidas 13
respostas, com as seguintes frequéncias: 77,3% das respostas envolveram
aplicagdes oftalmoldgicas, sendo que 68,2% referiam-se exclusivamente a uso

ocular. A distribuicao proporcional esta representada na figura 15.
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Figura 15 — Distribuicdo proporcional da utilizacdo da Agua Boricada (n=66): (1) conjuntivite, (2)
limpeza dos olhos, (3) limpeza de ferimentos, (4) limpeza das lentes de contato, (5) alergia ocular, (6)
limpeza dos seios, (7) limpeza dos olhos e dos seios, (8) cicatrizagdo de ferimentos, (9) limpeza dos
olhos e de ferimentos, (10) pds-cirurgia ocular, (11) limpeza dos olhos, de ferimentos e pos-cirurgico,
(12) limpeza dos olhos e outro, (13) limpeza das lentes de contato e conjuntivite.

Quanto a forma de utilizagdo, 77,27% responderam lavagem, 15,15%

compressas, 7,58% de ambas as formas, conforme ilustrado na figura 16.
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Figura 16 — Distribuigao proporcional da forma de utilizagdo da Agua Boricada (n=66):
(1) Lavagem, (2) Compressa, (3) Ambas as formas.

A frequéncia do local de aplicagdo do produto teve o maior indice para os

(59,09%).

Considerando as demais

respostas que envolviam uso
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oftalmolégico, este indice sobe para 77,26%. A distribuicdo proporcional esta

representada na figura 17.
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Figura 17 — Distribui¢do proporcional do local de aplicagéo da Agua Boricada (n=66): (1) olhos, (2)
ferimentos, (3) lentes de contato, (4) seios, (5) olhos e ferimentos, (6) olhos e seios, (7) olhos e
piercing, (8) olhos e lentes de contato.

Através do cruzamento das respostas, verificou-se que 30,43% dos
entrevistados utilizaram o produto diretamente nos olhos, aplicando-o na forma de
lavagem.

Os entrevistados adquiriram o produto nos estabelecimentos comerciais
principalmente através de receituario médico (42,42%). A frequéncia esta mostrada

na figura 18.
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Figura 18 — Frequéncia da forma de aquisigdo da Agua Boricada (n=66): (1) receituario médico, (2)
indicagao de parentes, (3) indicagdo da farmacia, (4) outras formas (indicagdo de amigos e literatura).
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Quanto ao resultado esperado, 80,30% dos entrevistados acreditaram que foi
obtido o resultado esperado com o uso do produto, enquanto que 12,12% alegaram
que nao tinham alcangado e 7,58% nao souberam responder. A figura 19 ilustra a

frequéncia encontrada.
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Figura 19 — Frequéncia da obtencg&o do resultado esperado com o uso da Agua Boricada (n=66):
(1) obtiveram o resultado esperado, (2) n&o alcangaram o resultado esperado, (3) ndo souberam
responder.

4.1.2 Protocolo de Investigacdo Aplicado nas Farmécias e Drogarias

Com a utilizagdo do protocolo de investigagdo mostrado na tabela 2, a
pesquisa foi realizada em 84 farmacias e drogarias de Curitiba, distribuidas no
centro e nos bairros, conforme ilustrado na figura 20.

Quanto aos estabelecimentos, 57,14% foram caracterizados como
individualizado, 13,10% como permissionario e 29,76% como unidade de rede. A

frequéncia esta mostrada na figura 21.
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Figura 20 — Distribuicdo dos estabelecimentos pesquisados na Cidade de Curitiba.

A sigla QTE significa quantidade.
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Figura 21 — Frequéncia da caracterizagdo das farmacias e drogarias entrevistadas (n=84).

Apenas um estabelecimento ndo vendia a Agua Boricada, sendo que o
entrevistado complementou com a informagao que o estabelecimento era novo.

Os questionarios foram respondidos pelos atendentes no balcdo (58,33%),
pelos farmacéuticos (25,00%), pelos proprietarios (15,48%) e por farmacéutico que

também era proprietario (1,19%). A distribuigdo proporcional esta ilustrada na figura
22.
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Figura 22 — Frequéncia da fungéo no estabelecimento de quem respondeu ao questionario (n=84):
(1) atendentes, (2) farmacéuticos, (3) proprietario, (4) farmacéutico / proprietario.

Entre os estabelecimentos que vendem Agua Boricada, 30,12% responderam

que adquirem sempre da mesma marca, enquanto o restante (69,88%) nao o fazem,

conforme mostra a figura 23.
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Figura 23 — Frequéncia dos estabelecimentos que vendem Agua Boricada da mesma marca (n=83).

Os motivos apontados pelas unidades para venderem a Agua Boricada
sempre da mesma marca foram: 76% devido a confiabilidade e qualidade da marca,
12% responderam que € definido pelo departamento de compras do
estabelecimento, 8% devido ao pregco do produto, 4% associaram preco,
confiabilidade e qualidade. A distribuicdo proporcional esta representada na figura
24,
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Figura 24 — Frequéncia dos motivos das farmécias e drogarias para comprar Agua Boricada sempre
da mesma marca (n=25): (1) confiabilidade e qualidade na marca, (2) definido pelo departamento de
compras, (3) preco do produto, (4) prego, confiabilidade e qualidade na marca.

Os estabelecimentos que nao compram sempre da mesma marca,

responderam que 77,59% depende do preco ofertado para o produto, 17,24% da
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disponibilidade no mercado e 5,17% como opgao para o cliente. A distribuicao

proporcional esta ilustrada na figura 25.
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Figura 25 — Frequéncia dos motivos expostos pelos estabelecimentos para néo efetuar a compra de
Agua Boricada sempre da mesma marca (n=58): (1) prego, (2) disponibilidade de mercado, (3) opgao
para o cliente.

A venda mensal variou de um estabelecimento para outro, de 3 a 180
unidades, com média de 33,02 frascos ao més, com desvio padrao igual a 33,28.
Sessenta e cinco estabelecimentos vendem até 40 frascos/més, 12
estabelecimentos vendem de 41 a 80 unidades e 6 responderam que vendem acima
de 81 unidades mensais. Os estabelecimentos responderam que a maior
porcentagem de venda da Agua Boricada ocorre por: solicitacdo do cliente (43,37%),
seguida pelo receituario médico (36,14%) e indicagdo no balcao (13,25%), os trés
motivos anteriores estdo envolvidos (6,02%) e 1,31% responderam que as maiores
porcentagens de venda ocorrem a pedido do cliente e receituario meédico,
respectivamente. Os resultados estdo representados na figura 26.

A frequéncia do fator que influencia na venda do produto ficou assim
distribuida: 49,40% devido a agao terapéutica, 36,14% nao ha influéncia, 12,05% o
preco baixo, 2,41% pela acao terapéutica e baixo prego. A distribuicdo proporcional

encontra-se ilustrada na figura 27.
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Figura 26 — Frequéncia do motivo das vendas do produto nos estabelecimentos entrevistados (n=83):
(1) pedido pelo cliente, (2) receituario médico, (3) indicagdo no balcao, (4) as trés opc¢des anteriores,
(5) pedido pelo cliente e indicagédo no balcéo.
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Figura 27 — Distribuigao proporcional dos fatores que influenciam na venda da Agua Boricada (n=83):
(1) agéo terapéutica, (2) ndo ha influéncia, (3) baixo prego, (4) acao terapéutica e baixo preco.

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS NAS AMOSTRAS

A seguir, estdo descritos os resultados dos ensaios analiticos referentes a
avaliacdo da embalagem, rotulagem, dos ensaios microbioldgicos e fisico-quimicos,

realizados nas amostras listadas na tabela 3.
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4.2.1 Avaliagdo da Embalagem

Todos os fabricantes utilizaram frascos plasticos para acondicionar o produto.
As amostras apresentaram variagao na coloragdo dos frascos (incolor, branca,
amarela e azul) e na transparéncia (semitransparente e opaco). Na tabela 11,
ilustram-se os tipos de frascos utilizados pelos fabricantes e a frequéncia.

Tabela 11 — Tipos de frascos das amostras de Agua Boricada.

TIPO DE FRASCO COLORAGAO FABRICANTES
Semitransparente Incolor (56%) F1,F2,F7,F8, F9, F11, F15, F16, F17,
F18, F19, F20, F22, F25
Amarela (4%) F4
Opaco Azul (8%) F3, F23
Branca (32%) F5, F6, F10, F12, F13, F14, F21, F24

Os fabricantes F1, F3, F4, F8, F9, F11, F14, F15, F20, F23, F24 e F25
utilizaram bico conta-gotas e tampa rosca para fechamento dos frascos. O fabricante
F5 utilizou uma tampa rosca com bico conta-gotas e uma pequena tampa de
sobrepor no bico do frasco. Os demais fabricantes (F2, F6, F7, F10, F12, F13, F16,
F17, F18, F19, F21 e F22) utilizaram apenas tampa rosca.

Todos os frascos continham lacre. Entretanto, o tipo utilizado pelos
fabricantes F12, F24 e F25 permitiu a abertura dos frascos sem rompimento dos
lacres.

O volume nominal das amostras variou de um fabricante para outro,
apresentando volumes de 95 ml (4%), 100ml (76%), 120 ml (4%), 200 ml (12%) e

1000ml (4%), conforme apresentado na tabela 12.
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Tabela 12 — Volume nominal declarado das amostras.

VOLUME NOMINAL (m) FABRICANTES AMOSTRAS
95 F19 5, 36
4,6,7,8,9, 10, 12, 13, 14, 15,
F1,F2, F3, F4, F5,F6,F7, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
100 F9, F10, F12, F13, F14, 24,25, 27, 28, 30, 31, 32, 33,
F15, F18, F20, F21, F22, 34, 35, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
F23, F24 43,44, 45, 46, 47
120 F16 3
200 F8, F 11, F25 2,11, 26, 29
1.000 F17 1

4.2.2 Avaliacdo da Rotulagem

Na sequéncia, apresentam-se o0s resultados obtidos na avaliacdo da
rotulagem quanto a formulagao, prazo de validade, indicagao de uso do produto para

aplicacao oftalmoldgica e outras informacgdes relevantes para o consumidor.

4.2.2.1 Formulacao

Dezoitos fabricantes, 72% (38 amostras), indicavam no rétulo a concentragao
de acido bdrico igual a 3% e os outros sete fabricantes, 28% (9 amostras), igual a
2%.

Dez fabricantes, 40% (28 amostras), ndo especificaram no rétulo do produto
qual o tipo de agua utilizada no preparo da Agua Boricada. Nove fabricantes, 36%
(12 amostras), indicaram a utilizacdo de &gua deionizada. Apenas quatro
fabricantes, 16% (4 amostras), especificaram a utilizacdo da agua destilada, que é a
recomendada para o processo de fabricacdo da Agua Boricada (Silva, 1926; Lucas,
1959; Prista e Alves, 1973). Dois fabricantes, 8%, (3 amostras) indicaram que
seguem a formulag&o constante na Farmacopéia Brasileira (Silva, 1926), supondo
que a agua utilizada seja a destilada.

Dezoito fabricantes, 72% (36 amostras), ndo declararam que é utilizado
conservante na formulagcdo de seus produtos. Os outros sete fabricantes (28%)
indicaram que utilizaram, sendo que seis deles, 24% (10 amostras), utilizaram

metilparabeno e um fabricante, 4% (uma amostra), utilizou timerosal.
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Na tabela 13 estdo apresentadas as formulagdes das amostras, segundo

informacdes dos rétulos dos produtos, quanto a concentracdo nominal de acido

bdrico, tipo de agua utilizada na fabricagdo, o conservante e a sua concentragao.

Tabela 13 — Formulagdo das amostras de Agua Boricada.

FABRICANTE  Conc. acido bérico

FORMULAGAO

Tipo de agua utilizada Conservante
(9%)
1 3 Nao especifica Metilparabeno 0,08g%
2 3 Nao especifica Nao declarado
3 3 Nao especifica Nao declarado
4 3 Deionizada N&o declarado
5 3 Nao especifica N&o declarado
6 2 Deionizada Timerosal 0,0019%
7 2 Destilada N&o declarado
8 3 Nao especifica Nao declarado
9 3 Deionizada Metilparabeno (*)
10 3 Destilada N&o declarado
11 3 Deionizada Metilparabeno 0,19%
12 3 Nao especifica N&o declarado
13 2 Nao especifica N&o declarado
14 3 Nao especifica Nao declarado
15 3 Deionizada Metilparabeno 0,03g%
16 2 (**) N&o declarado
17 3 Deionizada N&o declarado
18 2 Nao especifica Nao declarado
19 2 Nao especifica N&o declarado
20 3 Deionizada Metilparabeno 0,19%
21 2 Destilada Metilparabeno (*)
22 3 (**) N&o declarado
23 3 Destilada N&o declarado
24 3 Deionizada N&o declarado
25 3 Deionizada N&o declarado

(*) Concentragéo nao declarada.

(**) Informa que a formulagao utilizada é a constante na Farmacopéia Brasileira.
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4.2.2.2 Prazo de validade

Diferentes prazos de validade foram observados entre os fabricantes, com

minimo de 12 meses e maximo de 48 meses, conforme ilustrado na tabela 14.

Tabela 14 — Prazos de validade das amostras de Agua Boricada.

PRAZO DE VALIDADE FABRICANTES AMOSTRAS
(meses)
12 F16 e F25 02, 03

F1,F2, F5, F7, F8, F9, F10, 01, 04, 05, 07, 08, 10, 11, 12, 13, 15,

24 F13, F15, F17, F18, F19, F20, 16, 17, 18, 19, 21, 23, 24, 25, 27, 28,
F21, F22 e F23 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 46

30 F4 37

36 F6, F11,F12, F14 e F24 06, 26, 29, 39, 40, 42, 47

48 F3 09, 14, 20, 22, 38, 41, 43, 44, 45

A maioria dos fabricantes (64%) apresentou prazo de validade de 24 meses,
sendo o menor indice (4%) para amostras com 30 e 48 meses de validade. A

distribuicdo proporcional dos fabricantes esta disposta na figura 28.
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Figura 28 — Prazo de validade das amostras de Agua Boricada (n=25): (1) 12 meses, (2) 24 meses,
(3) 30 meses, (4) 36 meses, (5) 48 meses.
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4.2.2.3 Indicacao de uso e outras informacgdes

Quatorze fabricantes, 56% (F1, F4, F6, F7, F8, F12, F13, F14, F15, F19, F21,
F23, F24 e F25), representados por 20 amostras, indicaram o produto para uso
oftalmolégico. O fabricante F12 indicou ao usuario que o produto pode ser aplicado
por instilacdo. O fabricante F1, apesar de indicar o produto para uso oftalmico,
acrescentou a inscricao “nao estéril”. O fabricante F15 esclareceu que o produto s6
deve ser utilizado se 0 mesmo estiver “limpido, incolor, inodoro e sem particulas em
suspensio ou em deposito”.

As indicagbes para uso oftalmolégico foram: “antisséptico ocular” (10
fabricantes, 40%), tratamento da conjuntivite (4 fabricantes, 16%), nas “oftalmias” (3
fabricantes, 12%), “irritacdes nos olhos” (1 fabricante, 4%), “descongestionante
oftalmico, nas irritagbes e antibacteriano e antifungico na limpeza ocular’ (1
fabricante, 4%). Somente um fabricante orientou para procurar orientagdo médica,
caso persistam os sintomas.

Trés fabricantes, 12% (F2, F5 e F10), representados por 7 amostras, néo
fizeram mencao quanto a indicagdo de uso do produto, sendo que um deles (F10)
nao informou nem mesmo que o produto é de uso externo.

Os demais fabricantes indicaram o produto apenas como “antisséptico”, sem
indicagdo do local de aplicagdo (F3, F17, F22) ou para aplicagdo em ferimentos,
seios e duchas vaginais (F9, F11, F16, F18 e F20). O fabricante F18 acrescentou
que o produto pode ser utilizado em “inflamagdes em geral”, sem indicar o local de
aplicacao.

O fabricante F11 informou ao usuario que a compressa utilizada ndo deve
tocar o bocal do frasco, para ndo contaminar a solucédo e que o produto nao deve ser
utilizado se apresentar turvacgao.

Com excegao dos fabricantes F10 e F25, que nao prestam qualquer
informagéo ao usuario, todos os demais trazem algum tipo de informagédo, como o
modo de usar, cuidados de conservacao, precaugdes especiais, variando o nivel de
detalhamento entre os fabricantes.

Classificando o nivel de informagdes do rétulo, foi considerado como “bom” o

rotulo de apenas trés fabricantes, 12% (F9, F11 e F15), “regular” de dez fabricantes,
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40%, (F3, F5, F6, F12, F13, F14, F18, F19, F20, F24) e “ruim” de doze fabricantes ,
48%, (F1, F2, F4, F7, F8, F10, F16, F17, F21, F22, F23, F25).
Entre os fabricantes que ndo indicaram o uso oftalmolégico, nenhum deles faz

qualquer restricado quanto a utilizagdo do produto nos olhos.
4.2.3 Ensaios Microbioldgicos

Nos ensaios microbioldgicos, as amostras foram submetidas ao ensaio para

contagem de viaveis totais (bactérias, bolores e leveduras) e pesquisa de patégenos.
4.2.3.1 Contagem de viaveis totais

Das 47 amostras analisadas, 13 apresentaram contaminagdo microbiana,
representando 27,66% das amostras. Em uma amostra foi detectada a presenca de
bactérias (amostra 13), enquanto que bolores e leveduras foram detectados em 12
amostras (1, 3,4, 5,7, 9, 14, 15, 19, 23, 34 e 38).

A figura 29 ilustra a contaminagéo por bolores na amostra 34, em diferentes

diluicdes, cuja contagem foi de 10° UFC/ml.

.t_!‘..'-'.’.'. s

Figura 29 — Fotografia da contagem de bolores e leveduras na amostra 34.
(Placas da esquerda diluicdo 107 e da direita 10°™")

Os resultados obtidos para as contagens de bactérias, bolores e leveduras

estao dispostos na tabela 15.



Tabela 15 — Resultados da contagem de viaveis totais nas amostras de Agua Boricada.
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CONTAGEM DE VIAVEIS TOTAIS

AMOSTRA Bactérias (UFC/ml) Bolores e leveduras (UFC/ml)
1 <10 10
2 <10 <10
3 <10 15
4 <10 10
5 <10 10
6 <10 <10
7 <10 10
8 <10 <10
9 <10 10
10 <10 <10
11 <10 <10
12 <10 <10
13 1,1x 10° <10
14 <10 10
15 <10 10
16 <10 <10
17 <10 <10
18 <10 <10
19 <10 10
20 <10 <10
21 <10 <10
22 <10 <10
23 <10 10
24 <10 <10
25 <10 <10
26 <10 <10
27 <10 <10
28 <10 <10
29 <10 <10
30 <10 <10
31 <10 <10
32 <10 <10
33 <10 <10
34 <10 10°
35 <10 <10
36 <10 <10
37 <10 <10
38 <10 15
39 <10 <10
40 <10 <10
41 <10 <10
42 <10 <10
43 <10 <10
44 <10 <10
45 <10 <10
46 <10 <10
47 <10 <10
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4.2.3.2 Pesquisa de patdogenos

Em nenhuma das amostras analisadas foi detectada a presenca dos
patdgenos pesquisados, sendo o resultado expresso para todas as amostras como
“auséncia/1g” .
4.2.4 Ensaios Fisico-Quimicos

As amostras foram avaliadas quanto ao aspecto, pH e teor de acido bdérico.
4.2.4.1 Aspecto

Todas as amostras apresentaram-se incolores. Vinte e nove amostras
(61,70%) apresentaram-se limpidas, enquanto em dezoito amostras (38,30%) foi

visualizada a presenga de particulas estranhas em suspensdo, as quais nao

atenderam os requisitos para as solugdes oftalmicas. Os resultados estdo expressos

na tabela 16.
Tabela 16 — Aspecto das amostras de Agua Boricada.
ASPECTO AMOSTRAS
Limpido 6,9, 10, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
P 27, 28, 30, 31, 33, 37, 38, 39, 40, 41, 43, 44,45 e 47
. ~ 1,2,3,4,5,7,8, 11,12, 25, 26, 29, 32, 34, 35, 36, 42,
Presenga de material em suspensao c 46

4.2.4.2 Determinacgéo do pH

O valor de pH mais baixo encontrado foi de 3,1 e o mais alto de 7,1. O valor
médio foi igual a 4,7. A maioria das amostras (total de 36) apresentou valor de pH

entre 4,0 e 5,3. Os valores de pH para cada amostra estao dispostos na tabela 17.
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4.2.4.3 Teor de acido bodrico

O teor de acido bodrico das amostras ficou entre 64,7% e 119,0% do valor
nominal declarado. Quatro amostras (de um unico fabricante) apresentaram teor de
acido borico bem abaixo do declarado (entre 64,7% e 65,7%). Trinta e duas
amostras apresentaram resultados dentro da faixa de 91,0 a 105,0%.

Considerando um limite maximo de variagao igual a £ 10,0% em relacéo a
percentagem do teor declarado de acido borico, 19,15% das amostras analisadas
apresentaram o teor fora da faixa de 90,0 a 110,0% do declarado.

Os resultados obtidos para a concentracdo do acido bédrico estdo

apresentados na tabela 17.

4.3 TESTE DE EFICACIA ANTIMICROBIANA

Os resultados obtidos no teste de eficacia antimicrobiana das amostras de
Agua Boricada produzidas em laboratério e contaminadas artificialmente com cepas
de microrganismos estao descritas a seqguir.

Imediatamente apds a inoculagdo, constatou-se um nivel de contaminagéao
inicial na ordem de 10° UFC/ml para cepas de bactérias (S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa e B. subtilis) e de 10° UFC/ml para bolores e leveduras (C. albicans e A.
niger).

Os resultados das analises efetuadas apés 7, 14 e 28 dias de incubacéo,
mostraram que as quatro amostras afetaram o crescimento das cepas dos
microrganismos testados, em diferentes niveis de redugdo, conforme o tipo do
microrganismo e da amostra.

Os menores indices de eficacia antimicrobiana, entre as quatro amostras,
pertenceram as amostras C (frente a cepa de A. niger) e D (frente as cepas de S.
aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans).

Todas as quatro amostras apresentaram efeito bacteriostatico frente a cepa
de B.subtilis; os resultados mostraram um decréscimo inicial nos primeiros 7 dias,

mantendo a concentragao no restante do periodo do teste.
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Tabela 17 — Valores de pH e concentragéo de acido bérico nas amostras de Agua Boricada.

AMOSTRA _ VALORES DE CONC. RESULTADO PORCENTAGEM
pH DECLARADA OBTIDO DO DECLARADO
(9%) (9%) (%)
1 4,6 3 (3,15 £ 0,01) 105,0
2 4,7 3 (3,27 £0,01) 109,0
3 4,1 2 (2,10 £ 0,03) 105,0
4 4,3 2 (2,20 £ 0,01) 110,0
5 4,5 2 (2,08 £ 0,02) 104,0
6 4,5 2 (2,00 £ 0,01) 100,0
7 3,9 3 (3,18 £ 0,02) 106,0
8 4,0 3 (3,10£ 0,01) 103,3
9 7.0 3 (2,79 £ 0,03) 93,0
10 4,7 2 (2,04 £0,01) 102,0
11 4,8 3 (3,24 £ 0,01) 108,0
12 4,8 3 (2,08 £ 0,01) 104,0
13 4,8 3 (3,08 £ 0,01) 102,7
14 7.0 3 (2,76 £ 0,01) 92,0
15 4,4 2 (2,19 £ 0,01) 109,5
16 4.1 3 (3,10 £ 0,01) 103,3
17 5,1 3 (1,97 £0,01) 65,7
18 5,3 3 (1,94 £ 0,02) 64,7
19 3,6 3 (1,95 £ 0,01) 65,0
20 7.0 3 (2,73 £0,02) 91,0
21 5,2 3 (2,66 £ 0,03) 88,7
22 7.0 3 (2,80 £ 0,02) 93,3
23 3,7 3 (1,96 £ 0,01) 65,3
24 43 2 (2,24  0,02) 112,0
25 4,1 3 (3,00 £ 0,01) 100,0
26 4,0 3 (3,12 £ 0,01) 104,0
27 4,0 3 (3,14 £ 0,02) 104,7
28 4,2 3 (2,91 £ 0,03) 97,0
29 4,1 3 (3,14 £ 0,04) 104,7
30 4,2 3 (2,92 £ 0,02) 97,3
31 4,1 3 (3,01£0,01) 100,3
32 4,7 2 (1,99 £ 0,02) 99,5
33 4,1 3 (3,14 £ 0,02) 104,7
34 4,9 3 (2,91 £0,01) 97,0
35 4,1 3 (3,05 £ 0,02) 101,7
36 4,6 2 (1,94 £ 0,02) 97,0
37 4,3 3 (2,40 £ 0,02) 80,0
38 7.0 3 (2,73 £0,01) 91,0
39 4,0 3 (3,03 £0,01) 101,0
40 4,0 3 (3,25 £ 0,01) 108,3
41 7.1 3 (2,80 £ 0,01) 93,3
42 4,3 3 (2,68 £ 0,02) 89,3
43 7.0 3 (2,80 £ 0,01) 93,3
44 4,3 3 (2,91 £0,01) 97,0
45 4,3 3 (2,84 £ 0,01) 94,7
46 3,1 3 (3,57 £ 0,03) 119,0
47 4,1 3 (2,88 £ 0,03) 96,0
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As figuras 30, 31 e 32 ilustram o crescimento de cepas dos microrganismos,
durante o desenvolvimento do teste.

Na figura 30, observa-se a diferenga de crescimento da cepa de C. albicans,
nas 4 amostras testadas, apdés 14 dias de incubagdo das amostras contaminadas
artificialmente, sendo que todas as placas possuem a mesma diluicéo (107?).

A figura 31 mostra o resultado em 28 dias para a cepa de A. niger nas 4
amostras testadas. Devido a diferenga de crescimento do microrganismo e o
tamanho das coldnias, para facilitar a visualizagdo, foram fotografadas as placas
referentes a diluicdo 10 das amostras C e D, enquanto que para as amostras A e B
foram utilizadas as placas da diluigao 10™.

O resultado em 14 dias para as cepas de P. aeruginosa, S. aureus e E. coli
estd ilustrado na figura 32. As placas mostram nitidamente a diferengca de

crescimento dos microrganismos, cuja redugao foi menor nas amostras C e D.

Figura 30 — Fotografia do resultado do teste de eficacia antimicrobiana aos 14 dias, para a cepa de
C. albicans nas amostras de Agua Boricada produzidas em laboratério (linha superior: amostras A e
B; linha inferior: amostras C e D).
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Figura 31 — Fotografia do resultado do teste de eficacia antimicrobiana aos 28 dias para a cepa de A.
niger nas amostras de Agua Boricada produzidas em laboratério (linha superior: amostras A e B,
diluicio 10°"; linha inferior: amostras C e D, diluigao 10™).

Figura 32 — Fotografia do resultado do teste de eficacia antimicrobiana aos 14 dias, para as cepas de

P. aeruginosa, S. aureus e E.coli nas amostras de Agua Boricada produzidas em laboratoério (foto da

esquerda amostras A e B, diluicao 10™"; foto da direita amostras C eD, diluicao 102 para as placas de
S. aureus e E. coli e diluicdo 10™ para as placas de P. aeruginosa).

A figura 33 representa a redugao do crescimento dos microrganismos nas
amostras contaminadas artificialmente.

Na tabela 18 estao relacionados os resultados detalhados obtidos no teste de

eficacia antimicrobiana e a tabela 19 ilustra a redugao do inéculo inicial, em numero
de log.



105

Staphylococcus aureus ATCC 6538

6% -
5+ e
8)4 1 \i\ \\‘\‘\
> 3 + N | \\\\
> .
2 T \\ u \\\
1+ \ e
0 7 14 28
dias
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
c&--- """ ¢ e
5 s \§\ -m- o - R
8.’ 4 + \\ u
= 31
c N
2 - N
1+ AN
0 7 14 28
dias
Escherichia coli ATCC 8739
cg - ¢ e
5 —— = e
o 4T : ~
= 3+ e [ |
OC < S
2 R \\\ \\\
1+ \\\::i:;\ :
0 ; e -4
0 7 14 28

dias

Figura 33 — Redugéo do crescimento das cepas de S. aureus, P.

aeruginosa e E. coli (em numero de

log) nas amostras de Agua Boricada produzidas no laboratério e contaminadas artificialmente.
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Figura 34 — Redug&o do crescimento das cepas de A. niger, C. albicans e B. subtillis (em nimero de
log) nas amostras de Agua Boricada produzidas no laboratério e contaminadas artificialmente.



Tabela 18 — Resultados do teste de eficacia antimicrobiana nas amostras de Agua Boricada produzidas em laboratério.
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CONTAGEM DO INOCULO (UFC/ml)

INOCULO
CEPA INICIAL AMOSTRA A AMOSTRA B AMOSTRA C AMOSTRA D

(céts/m) 7 Dias 14 Dias 28 Dias 7 Dias 14 Dias 28 Dias 7 Dias 14 Dias 28 Dias 7 Dias 14 Dias 28 Dias
AST-Cagfgggs 3,5x 10° <10 <10 <10 <10 <10 <10 1,3x10°  3,4x10° <10 36x10° 1,3x10* 25
Pﬁg'c‘jgggg?a 4,2 x10° <10 <10 <10 <10 <10 <10 66x10° 51x10° 50x10* | 1,5x10° 23x10° 55x10°
ATE-CCg%g 73x10° | 3,6x10° <10 <10 32x10° <10 <10 36x10° 34x10° <10 42x10° 14x10° 92x10°
A?gg"fgg; 2x10° 6,3x 10" 3,6x10° <10 58x10° 29x10° <10 57x10"  7,3x10> 20x10®> | 1,4x10° 34x10* 7,5x10°
AT’gé“flg‘{M 2x10° 35x10"  3,0x10° 20 3,0x10° <10 <10 80x10* 6,0x10* 25x10* | 40x10* 55x10* 3,0x10°
A‘3T-ngb6tgi§3 1x10° 57x10" 80x10" 40x10* | 6,7x10* 69x10* 25x10* | 1,4x10° 13x10° 13x10° | 1,3x10° 15x10° 1,2x10°

(A) Amostra de Agua Boricada preparada com agua destilada, pH 4,37.
(B) Amostra de Agua Boricada preparada com agua deionizada, pH 4,28.
(C) Amostra de Agua Boricada preparada com agua destilada, pH 7,00.
(D) Amostra de Agua Boricada preparada com agua deionizada, pH 7,00.
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Tabela 19 - Redug&o do inéculo inicial, em numero de log, no teste de eficacia antimicrobiana nas amostras de Agua Boricada produzidas em laboratdrio.

INOCULO REDUGAO DO INOCULO (UFC/ml)
CEPA ('L“;g}ﬁ;'l') 7 DIAS 14 DIAS 28 DIAS

A B C D A B C D A B C D
A§I'.Ca(ltj ‘6538 35x10° 6 6 3 1 Q] *) 4 2 *) *) 6 5
Parccaoy  42x10° 6 6 1 SR () ") 1 SR ) ) 2 1
UL 7,3x10° 4 3 1 SR 6 6 3 SR *) *) 6 1
A(':I"C?(I?i;:g;]; 2x10° 1 1 1 SR 2 2 2 1 6 6 3 3
i 2x10° 1 2 1 1 SR 5 SR SR 4 *) SR 2
oS, 1x10° 2 2 1 1 SR SR SR SR SR SR SR SR

(A) Amostra de Agua Boricada preparada com agua destilada, pH 4,37.

(B) Amostra de Agua Boricada preparada com agua deionizada, pH 4,28.

(C) Amostra de Agua Boricada preparada com agua destilada, pH 7,00.

(D) Amostra de Agua Boricada preparada com agua deionizada, pH 7,00.

LOG = logaritmico.

SR = Sem redugéao (em relagdo a contagem anterior).

(*) = na contagem anterior ocorreu a redugéo total do inéculo e ndo aumentou no restante do periodo do teste.
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Comparando os resultados da tabela 19 com os critérios para a eficacia
antimicrobiana apresentados anteriormente (tabela 10), observou-se que as
amostras A e B cumpriram com os critérios estabelecidos para a categoria 1
(produtos oftalmicos).

A amostra C ndo cumpriu com os critérios para produtos oftalmicos, visto que
ndo reduziu o inodculo inicial de P. aeruginosa, conforme exigido pela monografia
adotada.

A amostra D ndo cumpriu com os critérios estabelecidos para as categorias 1
e 2 (produtos oftalmicos e de uso tépico, respectivamente), apesar da segunda
categoria exigir uma redugao menor do indculo inicial. Os niveis de redugcdo néao
atingidos da categoria 1 foram para as cepas de P. aeruginosa e E.coli (7 dias), S.
aureus, P. aeruginosa e E.coli (14 dias). Para a categoria 2, os niveis de reducéo

das cepas de P. aeruginosa e E.coli (14 dias) também nao foram atingidos.






5 DISCUSSAO

A prevencao de doencas infecciosas € certamente preferivel que o seu
tratamento (Schein et al, 1992). Neste contexto, as amostras de Agua Boricada
foram avaliadas, a fim de verificar o uso deste produto em aplicagdes oftalmologicas

€ 0S possiveis riscos a que os usuarios ficam expostos.

5.1 PROTOCOLOS DE INVESTIGACAO

Os resultados dos protocolos de investigacdo comprovaram que a Agua
Boricada é utilizada pela populagéo, pois 98,81% dos estabelecimentos pesquisados
vendem o produto e 57,39% dos entrevistados ja fizeram uso deste medicamento.

Nas pesquisas com a populacdo, o indice de 42,42% para a aquisicao do
produto através de receituario médico demonstrou que o produto n&o deixou de ser
recomendado para uso terapéutico, como indicado por Silva (1985). O fato foi
reafirmado pela pesquisa com as farmacias e drogarias, cujo indice foi de 36,14%.
Segundo Houlsby, Ghajar e Chavez (1986), o uso do acido boérico tem sido
sustentado por pesquisas cientificas envolvendo preparagdes oftalmicas.

Campos (2003) descreveu que autores consideraram a possibilidade de
extingdo do uso do acido bdérico como medicamento, visto que ha drogas mais
eficazes. Entretanto, os indices obtidos com os resultados dos dois protocolos de
investigacao aplicados, indicaram que a acgao terapéutica do produto foi apontada
pelos estabelecimentos entrevistados como o principal fator que influencia na venda
do produto (49,40%), enquanto 80,30% da populagdo respondeu que obteve o
resultado esperado com o uso do produto. Esses indices indicaram que existe uma
crenca sobre o valor terapéutico da Agua Boricada. Além disso, Portellinha, Cai e
Belfort Jr. (1983) descreveram que o produto vem sendo testado clinicamente em
pacientes com blefarites, apresentando resultados positivos.

Em todas as faixas etarias foi elevado o indice de utilizacdo da Agua
Boricada, indicando que a mesma nao esta em desuso, sendo seu uso difundido de

geracao em geracgao. O indice de 43,37% para a venda do produto pelas farmacias e
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drogarias a partir da solicitagéo pelo cliente indicou que a Agua Boricada é popular
entre a populacado pesquisada. Este indice reafirma a descricdo de The Columbia
Encyclopedia (2003) que o produto é comumente utilizado em aplicagcbes
oftalmoldgicas.

A média de venda de 33 frascos/més, em conjunto com os demais resultados
descritos, evidenciaram que o produto na realidade ndo é obsoleto, conforme

relatado por Korolkovas e Burckhalter (1982).

5.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.2.1 Avaliacdo da Embalagem e Rétulo

Nas amostras analisadas, constatou-se diferenca no tipo de material
empregado na embalagem (tipo de plastico, coloragdo, tampa), o que poderia estar
influenciando na estabilidade do produto, conforme descreveram Prista, Alves e
Morgado (1996), Hecht (2000), Ansel, Popovich e Allen Jr (2000). Em contrapartida,
foi observada uma diferenca de prazos de validade estipulados pelos fabricantes.

Ndo ha conhecimento dos critérios considerados pelos fabricantes para
estipular o prazo de validade de seus produtos, embora os produtos comercializados
apresentassem diferentes prazos de validade (de 12 a 48 meses), mesmo quando a
formulacao era basicamente a mesma, no que se refere ao tipo de agua e auséncia
de conservante. Entretanto, outros fatores interfferem na estabilidade e,
consequentemente, no prazo de validade dos produtos, como pH da solugao e
adicao de conservante, conforme descreveu Hecht (2000).

Constatou-se que existem embalagens sendo comercializadas sem atender a
Legislagdo Sanitaria Vigente (Brasil, 2000), pois o tipo de lacre utilizado por trés
fabricantes ndo garantiu a inviolabilidade do frasco. Desta forma, ndo ha garantias
de que o usuario adquira um frasco que nao tenha sido aberto anteriormente e,
consequentemente, com possibilidade de ter ocorrido alguma alteragdo no produto.
Somando-se a isto, dois destes fabricantes utilizaram frascos opacos, que impede a
rapida identificacdo de alteragdes, conforme alertaram Prista, Alves e Morgado
(1996).

Por outro lado, a embalagem deve proteger o produto da incidéncia direta da

luz (BP, 2002), o que nao acontece quando frascos transparentes sao empregados,
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pois ndo ha uma embalagem secundaria envolvendo o frasco, como acontece com
os colirios disponiveis no mercado.

A comercializagdo da Agua Boricada em frasco de 1000ml pode representar
um risco ao usuario. Esta apresentacao fornece uma duracdo maior do produto € o
usuario pode contamina-lo durante o uso. A relagdo entre o tempo de uso e a
contaminagao dos frascos foi descrita por varios autores (Geyer et al., 1995; Prista,
Alves e Morgado, 1996; Schellini et al., 2003; Kara José et al., 2003), reafirmando a
necessidade de cumprir com o determinado por monografia oficial adotada no Brasil
(BP, 2002), cujo volume maximo permitido € 200ml (a menos que o fabricante
possua autorizagao).

Agravando este quadro, com excegdao de um fabricante, que forneceu
orientacdo ao usuario, ndo ha instrucdes nos rétulos dos produtos quanto ao tempo
maximo de uso do produto apds abertura do frasco, contrariando a BP (2002) e a
Farmacopeia Portuguesa (2002) e, tampouco, esclarecimento da forma correta de
manusear o produto, conforme citado por Aslund, Oslon e Sandell (1978), a fim de
evitar a contaminagdo durante o uso. Livingstone, Hanlon e Dyle (1998),
possivelmente nao observaram uma correlagcdo entre o tempo de abertura e a
contaminagao dos frascos porque a avaliacdo realizada pelos autores foi com
frascos de colirios utilizados em um hospital, ou seja, utilizados por profissional que
certamente conhece a forma correta de manusear as preparagdes oftalmicas e a
diferenca entre os tempos de abertura avaliados foi pequena (7 e 14 dias).

Seewoodhary e Stevens (1999) sugeriram que o profissional médico que
prescreve a medicagdo (ou o farmacéutico durante a dispensacéo) pode orientar a
forma correta de utilizar o produto. Entretanto, através dos protocolos de
investigacdo, constatou-se que 57,58% da populacdo adquire a Agua Boricada sem
receituario médico e, muitas vezes, o0 medicamento é dispensado pelo atendente do
balcdo, sem a participacao ativa do farmacéutico. Essas possibilidades deveriam ser
consideradas pelos fabricantes, de maneira a garantir que o usuario tenha acesso a
tais informacoes.

Observou-se que 48% dos fabricantes disponibilizaram escassas informagodes
ao usuario, quanto a forma de utilizacdo e armazenamento, o que pode
comprometer a conservacdo do produto, conforme salientado por Schein et al.
(1988), Ansel, Popovich e Allen Jr (2000).
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Nos rétulos dos produtos, observou-se que as informagdes eram escassas,
sendo considerado “ruim” o nivel de informacdes prestadas por doze fabricantes
(48%). A indicagdo de uso do produto € incompleta, fato também observado por
Kara José et al. (2003). Diante desta situagédo, o usuario pode acabar utilizando o
produto em situagdes de risco, que exigiriam uma rapida consulta ao oftalmologista,
a fim de obter um diagnostico preciso e evitar o agravamento do quadro patoldgico.
Esta possibilidade foi levantada também por Ansel, Popovich e Allen Jr (2000), os
quais salientaram que o uso indiscriminado de medicamento pode levar a
complicagbes graves. Acrescentaram que as situagdes graves que nao podem ser
diagnosticadas ou tratadas com éxito pelo leigo nao devem constar nos rotulos.
Levando em consideracgao as indicagdes de uso constantes nos rétulos e a utilizagao
por leigos, o uso da Agua Boricada sem prescricdo médica poderia mascarar sinais
clinicos, dificultando o diagnéstico.

O uso oftalmolégico foi indicado por 56% dos fabricantes. Apesar da
Resolucdo RDC 277/02 (Brasil, 2002) restringir que as preparagdes oftalmicas nao
devem apresentar concentragao de acido borico superior a 2%, existem no mercado
produtos comercializados na concentragdo de 3%, constando claramente no rétulo a
indicagao para uso oftalmolégico.

No rétulo dos demais fabricantes ndo ha mengao de que o produto ndo possa
ser utilizado para a aplicagdo oftalmolégica. Atualmente, ndo ha nenhum
regulamento ou monografia que exija que os rétulos de Agua Boricada ostentem
restricbes para esta aplicacdo. Considerando que este medicamento & de uso
popular, podendo ser adquirido sem receituario médico, a falta de indicagdes no
rétulo do produto para o uso em aplicagdes oftalmoldgicas (ou sua restricdo), deixa o
consumidor livre para adquirir qualquer Agua Boricada disponivel no comércio e
aplica-la nos olhos.

O produto é utilizado apds cirurgias, conforme comprovado através dos
protocolos de investigagao aplicados a populagédo, onde 1,52% dos entrevistados
utilizaram o produto nestas circunstancias e a indicagdo por oftalmologista e
cirurgido plastico apds cirurgia de catarata e blefaroplastia (Schaefer, 2003; Freitas,
2004). Entretanto, a utilizagdo de um produto contendo conservante em sua
formulacdo pode afetar o processo de cicatrizacido, principalmente, em pacientes

idosos, conforme descrito por Baudouin e Lunardo (1998) e por Furrer, Mayer e
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Gurny (2002), pois os conservantes interferem na reepitelizagao da coérnea (Hoffman
et al., 1986, citado por Furrer, Mayer e Gurny (2002).

Um fabricante reconheceu a auséncia de esterilidade do seu produto, ao
colocar a inscricao “nao estéril” no rétulo, embora tenha indicado claramente o seu
produto para aplicagdo oftalmolégica, desconhecendo ou ignorando o risco
envolvido. Outros fabricantes preocuparam-se com a utilizacdo de um produto
contaminado, alertando o usuario que em determinadas alteracbes visuais
observadas no produto, o mesmo nao deve ser utilizado ou, ainda, orientando a
forma de manuseio do frasco, a fim de evitar a contaminacido do produto durante o
uso. Aslund, Olson e Sandell (1978) salientaram a necessidade de instrugdes
detalhadas para o manuseio dos frascos, a fim de evitar risco de contaminagao das
preparacdes oftalmicas quando utilizadas por pessoas sem experiéncia.

Em todas as literaturas pesquisadas (Silva, 1926; Lucas, 1959 e Prista e
Alves, 1973), na formulacdo descrita para a Agua Boricada, a concentragdo do acido
borico esta a 3% e o tipo de agua recomendada € a destilada. Entretanto, existem
no mercado produtos comercializados nas concentragcbes de 2 e 3%, preparados
com agua destilada e deionizada (ha casos em que o fabricante ndo informa o tipo
de agua utilizada). A Resolugao RDC n° 132/2003 (Brasil, 2003) prevé a isencgao de
registro para produtos cuja formulagdo esteja inscrita na Farmacopéia Brasileira
(Silva, 1926), ou seja, para a Agua Boricada a 3%. Considerando a legislagdo
sanitaria vigente, as apresentagcdes a 2% deveriam estar sujeitas a obtencao de
registro para comercializagdo. Entretanto, observou-se que nenhuma das amostras a
2% possuia registro junto ao Ministério da Saude.

Diferencas nas formulacdes foram observadas também no que se refere a
presenca ou auséncia de conservantes. Parece que o conservante ndo é importante
na formulagdo da Agua Boricada, pois apenas 7 fabricantes (28%) utilizaram tal
componente, pressupondo que foi considerado desnecessario, devido a uma
possivel propriedade antimicrobiana intrinseca da solugao, ou ndo esta sendo dada
a atencdo merecida para a necessidade do conservante no produto, pois a
embalagem de dose multipla possibilita a contaminacdo durante o uso e o
desenvolvimento de microrganismos, conforme relatado por Aslund, Olson e Sandell
(1978), Prista, Alves e Morgado (1996), Hecht (2000), Sandman e Abelson (2002).

As Farmacopéias Européia (Farmacopea Europea, 1988), Britanica (BP,

2002) e Portuguesa (Farmacopeia Portuguesa, 2002) permitem que as formulagdes
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de produtos acondicionados em embalagens de doses multiplas ndo contenham
conservantes nos casos em que a preparagao possua propriedades antimicrobianas
intrinsecas.

Varios estudos in vitro e in vivo apontaram o acido bdérico como uma
substancia com propriedades antimicrobianas: Poe e Charkey (1949), Fayinka
(1971) citado por Sobel e Chaim (1997), Swate e Weed (1974), Watson e Duerden
(1977), Van Slyke, Michel e Rein (1981), Houlsby, Ghajar e Chavez (1986, 1988),
Meers e Chow (1990), Albuquerque, Cavalcanti e Aguiar (1992), Gauschino et al.
(2001), Del Palacio et al. (2002), Ozcan et al. (2003). Entretanto, Wilson (1996)
afirmou que mesmo as preparagdes com propriedades antimicrobianas intrinsecas
devem ser mantidas sob refrigeracdo e descartadas apdés 7 dias. Tais
recomendacgdes ndo constavam nos rétulos das amostras analisadas.

Os conservantes utilizados pelos fabricantes foram metilparabeno e timerosal.
Entre os fabricantes que optaram pelo metilparabeno (6), dois deles n&o informaram
qual a concentracdo utilizada, ndo atendendo as determinagdes da Farmacopea
Europea (1988). Dois fabricantes empregaram uma concentracdo abaixo da
indicada por Hecht (2000) e Furrer, Mayer e Gurny (2002). Além disso, Hecht (2000)
descreveu que este tipo de conservante nao é eficaz, sendo considerado pelo FDA
como inadequado em preparagdes oftalmicas.

Diante de tais relatos, ha a necessidade de avaliar os tipos de conservantes
utilizados e sua concentragao, a fim de cumprir com os requisitos descritos por
Ansel, Popovich e Allen Jr (2000): impedir o crescimento dos microrganismos ou
promover sua destruigdo, cuja acdo deve ser rapida.

A concentracdo do conservante influencia na atividade antimicrobiana
(Eriksen, 1970). Entretanto, Ansel, Popovich e Allen Jr. (2000) descreveram que a
concentracao do conservante depende de outros fatores, como a presenga de outras
substancias na formulagdo com capacidade inerente de conservagdo. As aguas
boricadas disponiveis no comércio possuem concentracdes de 2 e 3%, estando
dentro da faixa de concentragao, considerada por Van Slyke, Michel e Rein (1981),
como inibitéria para C. albicans.

Fato mais grave constatou-se com o fabricante que utilizou o timerosal, o qual
foi apontado por Furrer, Mayer e Gurny (2002) como incompativel com o &cido
borico. Este fabricante ndo considerou um dos requisitos imprescindiveis na escolha

do conservante: a compatibilidade com outros componentes da formulacao,
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conforme descrito por Gangrade et al.,, 1996, citado por Furrer, Mayer e Gurny
(2002) e Ansel, Popovich e Allen Jr (2000).

5.2.2 Anédlise Microbiolbgica

Atualmente, a Agua Boricada é fabricada e comercializada sem cumprir com a
exigéncia da esterilidade, apesar da necessidade de que na preparagdo dos
medicamentos oftalmicos tenha-se pelo menos os mesmos cuidados dispensados a
fabricacao de injetaveis, conforme destacado por Prista, Alves e Morgado (1992).

A Agua Boricada, como esta sendo fabricada e disponibilizada no comércio
atualmente, pode constituir uma fonte de contaminagdo microbiolégica, expondo o
usuario ao risco de desenvolver algum tipo de infeccdo ocular, que pode trazer
graves consequéncias.

Os resultados dos ensaios microbiolégicos comprovaram a existéncia no
comércio de Agua Boricada contaminada microbiologicamente, apesar das
farmacopéias exigirem a condigao de esterilidade para todas as preparagdes de uso
oftalmolégico. A principal contaminagdo detectada foi causada por bolores e
leveduras. Isto reafirma o relato de Prista e Alves (1973) que esta solugéo altera-se
com frequéncia, devido ao crescimento de fungos.

Nao foi possivel relacionar a contaminacao das amostras com o pH, teor, tipo
de agua utilizada, conservante e prazo de validade, possivelmente devido a
variabilidade dos parametros e o0 numero de amostras analisadas.

A contaminagcdo das amostras pode ter sido originada nas matérias-primas
(principalmente na agua), nos frascos de acondicionamento do produto, no pessoal
envolvido no processo de fabricagdo ou do ambiente, conforme descrito por Coad,
Osato e Wilhelmus (1984) e Van Ooteghem (1995), citado por Furrer, Mayer e Gurny
(2002).

A possibilidade de solugdes oftdlmicas contaminadas microbiologicamente
desencadearem infec¢des oculares graves foi descrita por varios autores: Roizenblat
e Inomata (1982), Adams et al. (1983), Mondino et al. (1986), Schein et al. (1988,
1992), Prista, Alves e Morgado (1990, 1996), Velasco e Bermudez (1996), Chibret
(1997), Netto e Pereira (1998), Garg e Rao (1999), Klotz et al. (2000), Hecht (2000),
Fernandes et al. (2000).
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A presenca de microrganismos nas amostras de Agua Boricada n3o significa
que o usuario venha a desenvolver algum tipo de infecgdo em decorréncia do uso do
produto, pois varios fatores estdo envolvidos neste processo: grau de viruléncia do
microrganismo, grau de contaminagdo, frequéncia de uso do produto,
comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro (oculares e
sistémicos), presenca de fagocitos na superficie da cérnea, conforme descreveram
Roizenblat e Inomata (1982) e Lima et al. (1995), citados por Netto e Pereira (1998).
Segundo Ginsberg (1971), o acido boérico em concentragdes superiores a 2% e
temperatura entre 37 e 40 °C, podem interferir no processo de fagocitose, o que
indica a probabilidade da Agua Boricada por si s6 diminuir o mecanismo de defesa
do organismo. Segundo Abelson, Gifford e Chapin, (2002), os mecanismos fisicos e
quimicos de defesa do organismo dificultam a penetracdo dos microrganismos,
dificultando ou impedindo que os mesmos provoquem infec¢gdes em olhos integros e
individuos saudaveis.

Entretanto, o produto pode vir a ser utilizado por usuarios com quebra do
epitélio corneal ou com doencas que facilitam o desenvolvimento de infecgdes, como
diabete, AIDS, em situacbes de stress, por idosos, entre outros, que sdo mais
suscetiveis as infecgdes (Pelczar et al., 1996; Klotz et al., 2000).

Foi constatado, através do protocolo de investigagdo aplicado a populagao,
que 30,43% dos entrevistados utilizaram o produto nos olhos na forma de lavagem,
permitindo o contato direto da Agua Boricada com a mucosa ocular. A utilizacdo de
um produto contaminado constitui uma via direta de transmissdo de microrganismos,
conforme relataram Mims et al. (1999), podendo ocasionar sérias infecgdes aos
olhos, sobretudo, na presenca de quebra do epitélio ocular, conforme descreveram
Lachman, Lieberman e Kanig (2001).

Schein et al. (1992) descreveram que pacientes que sofreram cirurgia ocular
apresentam risco de infec¢gdes oculares severas. O produto € recomendado por
médicos (Schaefer, 2003; Freitas, 2004) para uso pés-cirurgico. O uso de uma Agua
Boricada contaminada pés-cirurgia poderia desencadear um processo infeccioso,
como a endoftalmite, podendo levar o paciente a ter sérios danos irreversiveis, pois,
nestas condigdes, as defesas do organismo muitas vezes sao insuficientes para
prevenir a perda da visdo, conforme relataram Klotz et al. (2000) e Callegan et al.
(2002).
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O fato de nao ter sido detectada a presenca de determinados patdégenos nas
amostras n&o diminui o risco do produto vir a desenvolver algum tipo de dano ocular
ao usuario, visto que existem outros microrganismos que podem ocasionar danos
aos olhos, muitos classificados como nao patogénicos.

E necessario considerar o risco de usuarios de lentes de contato, que
apresentem ruptura na barreira de protecao ocular, devido a dificuldade de insergao
e remocao das lentes (Adams et al., 1983), utilizar um produto que n&o seja estéril e
que possua grandes chances de apresentar algum tipo de contaminagao microbiana.
Em consequéncia, como relatou Garg e Rao (1999) e Miller (2000), qualquer
microrganismo pode invadir a cdérnea, caso os mecanismos de defesa estejam
comprometidos.

Outros fatores que reforcam a obrigatoriedade das preparagbes de uso
oftalmico serem estéreis, € a probabilidade da contaminagdo microbiana provocar
uma alteragao fisico-quimica na solugéo (conforme descreveram Kallings, Ringertz e
Silverstolpe, 1966; Hecht, 2000) e a dos microrganismos mortos e seus metabdlitos
presentes na solugédo oftdlmica desencadearem reagdes adversas (Roizenblat e
Inomata, 1982).

Diante da possibilidade de microrganismos invadirem a cornea, € impossivel
discordar que a esterilidade seja fundamental nas formas farmacéuticas de
administracao ocular, conforme descrito por Roizenblat e Inomata (1982), Prista,
Alves e Morgado (1990, 1992) e Hecht (2000).

Considerando a gravidade das doencas oculares e seu avancgo rapido
(podendo haver perda visual e do proprio olho), a necessidade de um rapido e
correto diagnostico (o qual depende muitas vezes de exames especificos e de dificil
alcance pela populagdao carente), € imprescindivel monitorar e garantir que as
preparagdes oftalmicas disponibilizadas no mercado sejam estéreis, para que estas
nao sejam causadoras de infecgdes oculares. O quadro torna-se mais grave quando
pacientes idosos sao vitimados por infeccdes oculares, pois muitas vezes demoram
em se queixar e, quando o fazem, nao é raro dependerem de outras pessoas para
terem acesso a assisténcia meédica, acarretando ainda mais atraso no diagndstico e
consequentemente, ao tratamento adequado e efetivo.

E necessario considerar também a populacdo carente, que, além de estar

mais suscetivel as infecgdes em geral, inclusive oculares, devido as condigdes de
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higiene e moradias precarias, tem ainda mais dificuldades para ter acesso a

assisténcia médica e exames.

5.2.3 Ensaios Fisico-quimicos

Amostras com material em suspensdo foram detectadas, possivelmente em
decorréncia de problemas no processo de fabricagdo ou na limpeza da embalagem
utilizada para o acondicionamento do produto, conforme descrito por Hecht (2000).

Uma grande variagéo na faixa de pH das amostras analisadas foi observada. As
amostras com pH préximo ao pH da lagrima (igual a 7,4) possivelmente sao mais
confortaveis para o usuario (Sandman e Abelson, 2002; Abelson, Gifford e Chapin,
2002). Entretanto, pode favorecer o desenvolvimento de microrganismos (Barbosa e
Torres, 1999).

Quatro amostras apresentaram pH abaixo de 4,0, o que pode provocar
distorgdes no filme lacrimal, conforme descrito por Hecht (2000). Alteragdes no filme
lacrimal podem comprometer o mecanismo de defesa ocular, permitindo a entrada
de patégenos (Schaefer et al., 2001).

Porém, ndo ha uma concordancia entre os autores quanto ao valor minimo de
pH admissivel para uma preparagao oftalmica: Garcia (2002) relatou que pH fora da
faixa de 6,6 a 9 provoca doencgas; Prista, Alves e Morgado (1995) afirmaram que o
pH das solugdes oftalmicas deve estar dentro da faixa de 5 a 8,5. Considerando esta
faixa, 37 amostras (78,72%) estdao abaixo do limite minimo descrito, as quais
poderiam afetar de alguma forma a superficie ocular e seus mecanismos de defesa.

Prista, Alves e Morgado (1996) afirmaram que o pH influencia
consideravelmente na estabilidade das solugbes oftalmicas. Segundo Hecht (2000),
o pH deve proporcionar uma boa estabilidade para a droga. Através dos ensaios,
constatou-se uma variagdo nos valores de pH das amostras, o que poderia estar
proporcionando diferente estabilidade para os produtos, o que, em parte, justificaria
a diferencga nos prazos de validade observados.

Campos (2003) descreveu que o acido bérico € absorvido pela mucosa. A
absorgao pode ser maior nos olhos que sofreram cirurgia (Ueno, Refojo e Abelson,
1994, citado por Abelson, Gifford e Chapin, 2002). Baseado na pesquisa realizada
por Small et al. (1997), na qual os autores comprovaram que o pH influencia na

absorgcao das drogas, € necessario considerar a variabilidade dos valores de pH
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encontrados nas amostras analisadas, associando com um possivel aumento da
absorgao ocular do acido bdrico e, consequentemente, da toxicidade sistémica.
Algumas amostras ndo apresentaram precisdo da composigao, o que poderia
afetar a possivel acao terapéutica do produto, a eficacia antimicrobiana, alterando o
pH da formulagao, interferindo na estabilidade e no conforto do usuario, conforme

relataram Prista, Alves e Morgado (1990).

5.3 EFICACIA ANTIMICROBIANA

Os resultados do teste mostraram que o crescimento de todas as cepas
testadas foi afetado pelas amostras de Agua Boricada na concentragdo de 3%,
comprovando que o acido boérico € um agente antisséptico, conforme descrito por
Korolkovas e Burckhalter (1982).

No teste realizado, verificou-se que as quatro amostras de Agua Boricada
testadas apresentaram efeito bacteriostatico frente a cepa de B. subtilis. Este
microrganismo, largamente distribuido no meio ambiente (dgua, poeira, etc), caso
esteja presente em uma amostra de Agua Boricada, poderd desencadear uma
infeccao ocular, de acordo com as descricdes de Prista, Alves e Morgado (1996) e
Fernandes et al. (2000).

Mingoia (1967), Harvey (1986) e Parfitt (1999) afirmaram que o acido borico
em solugdo concentrada (em torno de 5%), possui propriedades bacteriostatica e
fungistatica. No teste desenvolvido, os resultados da pesquisa mostraram que a
solugdo de acido borico a 3% (pH acido) também possui propriedades
bacteriostatica e fungistatica frente as cepas dos microrganismos testadas.

Observou-se que tanto o tipo de &gua utilizada para o preparo da Agua
Boricada quanto o pH final da amostra interferiram na eficacia antimicrobiana, frente
as cepas de microrganismos testadas. Os resultados indicaram que em pH baixo, o
tipo de agua utilizada interferiu menos na eficacia antimicrobiana que no pH neutro.

Comprovou-se que a eficacia da substancia depende do pH e do tempo de
contato com os microrganismos, estando em concordancia com o relato de
Korolkovas e Burckhalter (1982). Os resultados obtidos estdo de acordo com o teste
realizado por Anderson e Crompton (1967), quando verificaram que a destrui¢do das

bactérias é influenciada pelo pH, aumentando quando o pH se afasta de 7,0.
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Variando o pH da solugdo, a concentragdo do acido bérico e o tamanho do
inoculo, ndo é possivel prever em que nivel o crescimento dos microrganismos sera
afetado. Em pesquisas anteriores, conduzidas por Houlsby, Ghajar e Chavez (1988),

nao foi observada uma proporcionalidade quando o tamanho do indculo foi alterado.

5.4 AVALIACAO DAS AMOSTRAS ANALISADAS COM OS RESULTADOS DO
TESTE DE EFICACIA ANTIMICROBIANA

Os resultados demonstraram que as amostras de Agua Boricada preparadas
no laboratério com pH 7,0 (amostras C e D) ndo possuem atividade antimicrobiana
intrinseca, permitindo o crescimento de varios patogenos. Desta forma, as amostras
disponiveis no comércio com pH neutro (amostras 9, 14, 20, 22, 38, 41 e 43)
possivelmente ndo possuem atividade antimicrobiana intrinseca, colocando em risco
0 usuario, pois os frascos sdo dose multipla e ndo ha descricdo nos rotulos do
acréscimo de conservante na formulagao.

O teste de eficacia antimicrobiana mostrou que os produtos cuja concentragao
de acido bédrico seja 3% e com valor de pH em torno de 4,3, possivelmente
apresentam atividade antimicrobiana intrinseca.

Para os produtos disponiveis comercialmente que possuem concentracao de
acido bodrico abaixo de 3% e valores de pH diferentes daqueles das amostras
testadas (preparadas no laboratério), ndo € possivel afirmar que os mesmos
possuam atividade antimicrobiana intrinseca.

Entretanto, & importante registrar que Lakkis e Fleiszig (2001) questionaram
resultados deste tipo de teste, devido a varios fatores, tal como o fato de que
somente uma cepa de cada espécie é testada. Os resultados obtidos por outros
autores sugerem a procedéncia de tal questionamento: Meers e Chow (1990),
descreveram a diferenca de suscetibilidade entre cepas de P. aeruginosa frente a
uma solugao de acido bdrico a 1%, onde somente uma cepa foi eliminada entre as
17 cepas testadas.

Desta forma, essas consideracbes devem ser lembradas ao se pensar em
formular uma Agua Boricada, em embalagens de dose multipla sem conservante,
nao partindo do pressuposto que o produto possui atividade antimicrobiana

intrinseca para todos os microrganismos.
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Importante também registrar que o conservante ndo deve ser utilizado para
obter uma solugcdo estéril e tampouco para substituir as Boas Praticas de
Fabricacéo, conforme descrito por Hecht (2000) e USP 25 (2002).






6 CONCLUSOES

Neste capitulo, apresentam-se as conclusdes extraidas com a realizagao da
pesquisa e indicam-se as propostas de desenvolvimento de novos trabalhos, nessa
mesma linha de avaliagdo de tecnologia em saude.

Por meio dos protocolos de investigagdo aplicados a populagcdo e nas
farméacias e drogarias, conclui-se que a Agua Boricada é um produto popular,
utilizado, principalmente, para aplicagao oftalmolégica e continua sendo prescrita por
oftalmologistas, necessitando de um controle rigido durante a fabricagdo do produto,
a fim de evitar a contaminagdo do mesmo e, consequentemente, colocar em risco a
saude da populacgao.

Os resultados mostraram que um elevado indice de estabelecimentos vendem
a Agua Boricada, sendo a acdo terapéutica do produto o principal fator que influencia
na venda, a qual ocorre em maior frequéncia a pedido do cliente.

Os resultados dos procedimentos experimentais mostraram a situagao critica
dos produtos que estdo sendo comercializados, pois, entre os parametros avaliados,
63,83% das amostras analisadas deixaram de cumprir com um ou mais requisitos
exigidos para as preparagdes oftalmicas, devido a: falta de precisao na composicao,
presenca de material em suspensdo, contaminagdo microbiolégica e
acondicionamento em frascos de grande volume, constituindo um risco para o
usuario. A utilizacdo da Agua Boricada, da forma como se encontra no comércio,
onde a condigao de esterilidade ndo é exigida, deve ser um assunto de preocupagao
para a Saude Publica.

Agravando esta situacdo, os rétulos da Agua Boricada ostentam poucas
informacdes aos consumidores, sendo imprescindivel que os fabricantes dediquem
atengao especial aos dizeres de rotulagem, a fim de promover o uso correto do
medicamento, evitando a utilizacdo inadequada do mesmo, o que pode desencadear
graves consequéncias ao usuario, devido a falta de instrugdes sobre os cuidados de
conservagao e de manuseio do frasco, contra-indicagbes do produto, aplicacoes,

entre outros.
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Isto demonstra a importancia do acompanhamento por parte do Ministério da
Saude, no que se refere a fiscalizacdo nas industrias farmacéuticas, elaboragao e
atualizagdo de legislagcbes, bem como na educagao da populagdo, com o objetivo de
fornecer instrugcdes claras para evitar a contaminagdo dos produtos durante a
administragao e também dos riscos de uma automedicagéo.

Considerando a exigéncia da esterilidade para todos os medicamentos de uso
oftalmico; o risco que as solugdes oftalmicas contaminadas podem ocasionar aos
olhos do usuario; a comprovagao da existéncia de produtos disponiveis no comércio,
contaminados microbiologicamente, inclusive com indicagdo no roétulo para uso
oftalmolégico; a comprovacao que na atualidade o local de aplicagdo mais frequente
para o produto sdo os olhos; a possibilidade do produto ser utilizado diretamente nos
olhos apds cirurgia e por usuarios de lentes de contato, os quais podem apresentar
ruptura no epitélio corneal, facilitando a penetragdo de microrganismos; a
comprovacdo da utilizacdo da Agua Boricada pela populacdo para o cuidado de
lentes de contato; e a comprovacéo de Agua Boricada, cuja formulagédo ndo cumpre
com os critérios de eficacia antimicrobiana inerente ao produto; torna-se
imprescindivel que a Agua Boricada utilizada para uso oftalmoldgico seja estéril, com
indicag&o clara no rétulo do produto se o mesmo pode ou nao ser utilizado nos
olhos, com instrugdes claras quanto a forma de utilizacdo e cuidados no manuseio
do produto. E de extrema importancia que constem instrucdes no rétulo quanto a
validade do produto apés abertura do frasco.

Concluiu-se, ainda, que a Agua Boricada pode apresentar uma eficacia
antimicrobiana intrinseca, dependendo da formulacdo. Constatou-se que o tipo de
agua utilizado na preparagdo do produto interfere nesta propriedade, porém, na
literatura, ndo foram encontradas informacdes sobre esta questio.

E necessario regulamentar a fabricacdo e comercializacdo do medicamento
em questdo para fins oftalmoldgicos, no que se refere a rotulagem , formulagao (tipo
de agua utilizada, pH final do produto, tipo de conservante utilizado e
concentragao), acondicionamento (tamanho do frasco, utilizagdo de frascos estéreis)
e 0 emprego de técnicas assépticas durante todo o processo de fabricagao. Ou seja,
a Agua Boricada para aplicacdo oftalmolégica deve ser fabricada com os mesmos
cuidados e exigéncias de outros medicamentos de uso oftalmico.

Na adocdo dos procedimentos citados, a Agua Boricada fatalmente tera um

aumento de custo de producido, que, consequentemente, sera repassado para o
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valor final do produto. Entretanto, € necessario considerar que mesmo assim tera um
custo menor do que o tratamento de uma infecgcdo, a qual pode ocasionar danos

irreversiveis ao usuario.

6.1 TRABALHOS FUTUROS

No desenvolvimento desta pesquisa, verificou-se visualmente que sé&o
utilizadas embalagens de polietileno de diferentes tipos pelos fabricantes.

O tipo de frasco escolhido para o envase de solugdes oftalmicas ndo deve
ceder substancias as solugbes e nem absorver delas constituintes, em especial os
conservantes, 0 que ira comprometer a conservagado do produto (Prista, Alves e
Morgado, 1996) e, em consequéncia, sua eficacia e seguranca.

Em 2001, o FDA solicitou o recolhimento do mercado americano de um lote
de solugao de lavagem dos olhos, contendo acido boérico, visto que o produto estava
contaminado com fenol, proveniente da embalagem, que migrou para a solugao,
através da parede do frasco (FDA, 2004).

Considerando a importancia de que o material empregado na fabricacéo da
embalagem seja inerte (Roizenblat e Inomata, 1982) e a possibilidade do mesmo
estar cedendo substancias toxicas ao produto (ou absorvendo constituintes da
solugdo), € importante avaliar a qualidade do material dos frascos utilizados no
acondicionamento da Agua Boricada.

Como a diferenga do tipo de frasco utilizado para o envase pode afetar a
estabilidade do produto (Prista, Alves e Morgado, 1996; Hechet, 2000; Ansel,
Popovich e Allen Jr., 2000), € importante avaliar em que nivel a coloragédo e o grau
de transparéncia do frasco influenciam na estabilidade da Agua Boricada,
relacionando com a formulagéo (concentracao de acido bérico, uso de conservante)
e 0 prazo de validade maximo aceitavel.

Considerando que a concentragdo do principio ativo influencia na acéo
terapéutica, é de interesse avaliar a eficacia terapéutica da Agua Boricada, nas
diferentes concentragbes em que vem sendo comercializada.

O pH influencia na eficacia antimicrobiana do produto (conforme comprovado
no desenvolvimento desta pesquisa), no conforto do usuario (Sandman e Abelson,
2002; Abelson, Gifford e Chapin, 2002), na estabilidade das solucdes (Prista, Alves e

Morgado, 1996) e na absorgdo das drogas. Como as amostras de Agua Boricada
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analisadas apresentaram uma grande variagdo de pH, uma pesquisa com diferentes
valores de pH no produto podera mostrar as variagdes na eficacia antimicrobiana e
dos efeitos no organismo (através de testes in vivo), buscando definir uma faixa de
pH para a Agua Boricada, a fim de propiciar um aumento da eficacia, uma
diminuicao de possiveis efeitos toxicos (pela diminuicdo da absorgéo), um aumento
da estabilidade do produto, ndo esquecendo do conforto do usuario. Esta pesquisa é
de grande interesse na tecnologia em saude, visto que os avangos cientificos devem

buscar uma melhoria na qualidade dos medicamentos.
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ANEXO 1
COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

AGAR CASEINA SOJA

Digesto pancreatico de Caseina ...........c.eeeeieiiiiiiiii e, 15,09
Digesto papainico de farinha de SOja ... 50¢9
Cloreto de SOAIO ....uvuueeiiiiee e 50¢g
AGA ...t 15,0 g
o U= U EPPPTPPN 1000 ml

pH apés esterilizacdo: 7,3 £ 0,2
(F. BRAS. IV, 1988)

AGAR CETRIMIDA

Digesto pancreatico de gelatina .............ccooeiiiiiiiii e, 20,0¢
Cloreto de MAagNE@SI0 .........uuiiiiiiiiiiiiiee e 149
Sulfato de POLASSIO ....cccoee e 10,0 g
Brometo de CetrimoONIo .........oovniiee e 0,39
L€ 1o o PSRRI 10,0 mi
AQA ..o 13,6 g
AGUA ..o e 1000 ml

pH apds esterilizacdo: 7,2 £ 0,2
(F. BRAS. IV, 1988)

AGAR NUTRIENTE

EXrato de CarNe .......cooo oo 109
EXrato de 1€VEAUIa .........coeeiieeeeee e 20g
PePIONa ..o e 509
(0101 =] (o o [K=To Yo LT 50¢g
AGAT e 15,0 g
AQUA ... 1000 mi

pH apos esterilizacdo: 7,4 £ 0,2
(FABRICANTE: OXOID)

AGAR MAC CONKEY

Digesto pancreatico de gelatina .............cccooeeiiiiiii e, 17,09
Digesto pancreatico de Caseing ............eeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 1,59
Digesto péptico de tecido animal .............cccoooiiiiiiiiii i 1,59
6= T (017 = TR 10,0g
Mistura de saiS biliares .........coooeiiiiiiiiii e 1,59
(01 0] =] (o0 [E=To Yo Lo 50¢g
Vermelno NEULIO ......oooiii e 30 mg
Cloreto de metilrosanilinio ..............cceeiiiiiiiiii e 1 mg
AAGAT e et 13,59
AAQUA et a e 1000 ml

pH apds esterilizagdo: 7,1 £ 0,2
(F. BRAS. IV, 1988)
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AGAR SABOURAND-DEXTROSE

DEXITOSE ... 40 g
Mistura de partes iguais de caseina tratada por suco pancreatico e 109
digesto péptico de tecido animal .............ooeveeiiiiiiiiii

QAT e et 15 g
AQUA ..ot 1000 ml

pH apos esterilizagao: 5,6 £ 0,2
(F. BRAS. IV, 1988)

AGAR VERDE BRILHANTE

EXtrato de 1€VEAUIa ..........ooviieee e 3,09
Digesto péptico de tecido animal ..........ccccooeeiiiiiiiiiiiiiiiicee e 50¢g
Digesto pancreatico de CaseiNg ...........cceevviiiiiiiiiiiiiiiii e 5049
LACIOSE ... ettt —————— 10,0 g
(1[0 ] =] (o0 [TE=T0 Lo L[ T 5049
SACANOSE ...ttt a e e e e —————— 10,0 g
Verde DrilNANtE .......... i 12,59
Vermelho de fENOI ..o 80 mg
AQAE ..o 20,0 g
e [ - TS 1000 ml

pH apds esterilizacido: 6,9 £ 0,2
(F. BRAS. IV, 1988)

AGAR VOGEL JOHNSON

Digesto pancreatico de Caseina ........cccooeeeiiiiieiiiiiiieee e, 10,0 g
EXtrato de 1€VEAUIa ..........oeeiieee e 5049
0010 F=T o 1 o ) 10,0 g
Fosfato de potassio dibASICO ..........coevviviiiiiiiiiiec e 50¢9
(10T =] oo [0 11110 1N 5049
(€] [To7 1 g = TR 10,0 g
Vermelho de fENOI ........ooeeieeeeeee e e e 25,0 mg
QAT e e e 16,0 g
AGUA e a e e as 1000 ml

pH apos esterilizagédo: 7,2 £ 0,2
(F. BRAS. IV, 1988)

CALDO CASEINA DE SOJA

Caseina tratada por suco panCreatiCo ...........oovvvvveeeeeiiiiiiiiiiei e 1709
Farinha de soja por digestao papainica ............ccoevveviiiiiiieiiiicie e, 3,09
(O30T =] (oo [TE=T0 Lo Lo 50¢g
Fosfato de potassio dibASICO ..........coevvvieiiiiiiiiieieeeeeeee e 259
D12 a1 (o 1T 25¢g
AGUA e 1000 ml

pH apds esterilizacdo: 7,3 £ 0,2
(F. BRAS. IV, 1988)



CALDO DE ENRIQUECIMENTO

Digesto pancreatico de tecido animal. ............cccocciiiiiiiiiiiii 509
EXIrato de [EVEAUIa ......coooieeieeeeeee e 1,59
A= 1 (030 (3= | 1= T 159
Cloreto de SOAIO ....uvuueeiiiiee e 3,59
(D72 a1 (o 1T 109
AGUA ..o 1000 ml

pH apds esterilizacao: 8,0 £ 0,1
(F. BRAS. IV, 1988)

CALDO LETHEEN

Peptona de prote0Sa ...........uiiiiiiiiiii e 10,0 g
Extrato de caldo DOVINO .......coouniiiiiiee e 50¢g
IS o311 = PP 0,79
PoliSOrDato 80 ......coeeieeeeee e 50¢g
(04 (o7 =Y (o 1o (=Ko Yo | o RO SUUR 50¢g
AQUA ... 1000 ml

pH apos esterilizacdo: 7,0 £ 0,2
(FABRICANTE: DIFCO)
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ANEXO 2

ESTATISTICAS DESCRITIVAS DOS PROTOCOLOS DE INVESTIGACAO
APLICADOS A POPULACAO (n = 115)

SEXO FREQUENCIA PERCENTUAL
Masculino 56 48,70
Feminino 59 51,30
Total 115 100,00
NATURALIDADE FREQUENCIA PERCENTUAL
Parana a0 78,26
Rio Grande do Sul 2 1,74
Santa Catarina 11 9,57
Séao Paulo 10 8,69
Rio de Janeiro 1 0,87
Pernambuco 1 0,87
Total 115 100,00
FAIXA ETARIA (ANOS) FREQUENCIA PERCENTUAL
Até 20 15 13,04
21-30 34 29,57
31-40 23 20,00
41 -50 22 19,13
Acima de 50 21 18,26
Total 115 100,00
GRAU DE FREQUENCIA PERCENTUAL
ESCOLARIDADE
1°. grau incompleto 4 3,48
10. grau completo 17 14,78
20. grau incompleto 9 7,83
20. grau completo 25 21,74
Superior incompleto 29 25,22
Superior completo 29 25,22
Outro 2 1,74
Total 115 100,00
CONHECE AGUA FREQUENCIA PERCENTUAL
BORICADA?
Sim 96 83,48
Néo 19 16,52
Total 115 100,00
SABE PARA QUE E FREQUENCIA PERCENTUAL
USADA?
Sim 89 92,71
Nao 7 7,29

Total 96 100,00
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PARA QUE E USADA FREQUENCIA PERCENTUAL
Conjuntivite 18 20,22
Limpeza dos olhos 15 16,85
Antisséptico 12 13,48
Limpeza das lentes de contato 9 10,11
Limpeza de ferimentos 8 8,99
Limpeza dos olhos e limpeza de ferimentos 7 7,87
Antisséptico e limpeza de ferimentos 3 3,37
Limpeza dos olhos e limpeza das lentes de contato 2 2,25
Limpeza de seios e conjuntivite 2 2,25
Limpeza dos olhos e limpeza dos seios 2 2,25
Limpeza de lentes de contato e conjuntivite 2 2,25
Limpeza dos olhos e pds-cirurgico 2 2,25
Alergia 1 1,12
Antisséptico e limpeza dos olhos 1 1,12
Limpeza das lentes de contato e limpeza de ferimentos 1 1,12
Limpeza dos seios, limpeza de ferimentos e pos- 1 1,12
cirurgico

Limpeza de ferimentos e conjuntivite 1 ,
Antisséptico, limpeza dos olhos e limpeza de ferimentos 1 1,12
Antisséptico, limpeza dos olhos e limpeza de lentes de 1 1,12
contato

Total 89 100,00
JA UTILIZOU? FREQUENCIA PERCENTUAL
Sim 66 74,16
Nao 23 25,84
Total 89 100,00
PARA QUE UTILIZOU? FREQUENCIA PERCENTUAL
Limpeza dos olhos 17 25,76
Limpeza das lentes de contato 5 7,58
Limpeza dos seios 2 3,03
Limpeza de ferimentos 11 16,67
Cicatrizagao de ferimentos 2 3,03
Conjuntivite 19 28,79
Alergia 2 3,03
Pds-cirargico 1 1,52
Limpeza dos olhos e Limpeza dos seios 2 3,03
Limpeza dos olhos, limpeza de ferimentos e pos- 1 1,52
cirdargico

Limpeza dos olhos e limpeza de ferimentos 2 3,03
Limpeza dos olhos e outro 1 1,52
Limpeza das lentes de contato e conjuntivite 1 1,52
Total 66 100,00
FORMA DE UTILIZACAO FREQUENCIA PERCENTUAL
Compressa 10 15,15
Lavagem 51 77,27
Compressa e lavagem 5 7,58

Total 66 100,00
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LOCAL DE APLICACAO FREQUENCIA PERCENTUAL
Olhos 39 59,09
Ferimentos 13 19,70
Lentes de contato 5 7,58
Seios 2 3,03
Olhos e seios 2 3,03
Olhos e ferimentos 3 4,55
Olhos e Piercing 1 1,51
Olhos e lentes de contato 1 1,51
Total 66 100,00
QUEM INDICOU ? FREQUENCIA PERCENTUAL
Farmacia 13 19,70
Médico 28 42,42
Parente 18 27,27
Outro 7 10,61
Total 66 100,00
OBTEVE O RESULTADO ESPERADO? FREQUENCIA PERCENTUAL
Sim 53 80,30
Nao 8 12,12
Nao sabe 5 7,58
Total 66 100,00







ANEXO 3

ESTATISTICAS DESCRITIVAS DOS PROTOCOLOS DE INVESTIGACAO
APLICADOS NAS FARMACIAS E DROGARIAS (n = 84)

CARACTERIZACAO DO ESTABELECIMENTO FREQUENCIA PERCENTUAL
Individualizado 48 57,14
Permissionario 11 13,10
Unidade de rede 25 29,76
Total 84 100,00
VENDE AGUA BORICADA? FREQUENCIA PERCENTUAL
Sim 83 98,81
Nao 1 1,19
Total 84 100,00
COMPRA SEMPRE DA MESMA MARCA? FREQUENCIA PERCENTUAL
1,00000 25 30,12
2,00000 58 69,88
Total 83 100,00
COMPRA SEMPRE DA NAO COMPRA SEMPRE DA
MOTIVO MESMA MARCA MESMA MARCA
Frequéncia Percentual Frequéncia Percentual
Preco 2 8,00 45 77,59
Confiabilidade/qualidade 19 76,00 - -
Disponibilidade de mercado - - 10 17,24
Departamento de compras 3 12,00 - -
Preco/confiab/qualidade 1 4,00
Opcao para o cliente - - 3 517
Total 25 100,00 58 100,00
MOTIVO FREQUENCIA PERCENTUAL
Preco 47 56,63
Confiabilidade/qualidade 19 22,89
Disponibilidade de mercado 10 12,05
Departamento de compras 3 3,61
Preco/confiab/qualidade 1 1,21
Opcao para o cliente 3 3,61
Total 83 100,00
COMO SE DA A VENDA? FREQUENCIA PERCENTUAL
Indicacao 11 13,25
Receita médica 30 36,14
A pedido 36 43,37
Todos os anteriores 5 6,02
Indicagao e a pedido 1 1,31
Total 83 100,00




152

ALGUM FATOR INFLUENCIA NA VENDA DO

PRODUTO? FREQUENCIA PERCENTUAL
Acao terapéutica 41 49,40
Baixo prego 10 12,05
Acao terapéutica e baixo preco 2 2,41
Nenhum 30 36,14
Total 83 100,00
QUEM RESPONDEU O QUESTIONARIO? FREQUENCIA PERCENTUAL
Farmacéutico 21 25,00
Atendente 49 58,33
Proprietario 13 15,48
Farmacéutico e proprietario 1 1,19

Total 84 100,00




